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ABSTRAK 
 
 
Nama : Sri Kurniati 
NIM : 60300114132 
Judul Skripsi : Skrining dan Identifikasi Bakteri Penghasil Hormon Indole- 
3 Acetid Acid (IAA) Daerah Perakaran Padi (Oryza sativa) 
di Kelurahan Balang Kecamatan Binamu Kabupaten 
Jeneponto 
 
 
Hormon IAA (Indole-3 AcetidAcid) merupakan nama lain dari hormon 
auksin. Pertanian modern dewasa ini sangat bergantung terha dappenggunaan pupuk 
kimia yang dalam jangka panjang berpengaruh terhadap sifat kesuburan tanah. IAA 
dapat bersumber dari bakteri rizosfer tanaman untuk digunakan sebagai tambahan 
pupuk organik (biofertilizer). Penelitian ini menggunakan metode kualitatif  yang 
bertujuan mengetahui jumlah bakteri dan jenis bakteri yang dapat menghasilkan 
hormon IAA tertinggi daerah perakaran tanaman padi (Oryza sativa). Hasil 
penelitian menunjukkan bahwa terdapat 8 isolat yang menghasilkan hormon IAA 
yaitu isolat K1, K4, K7, K9, K10, K12, K14 dan K16. Sedangkan bakteri yang 
menghasilkan IAA tertinggi yaitu isolat K7 dan K9. Hasil analisis BLAST bahwa 
isolat K7 teridentifikasi sebagai spesies Stenotrophomonas malthophilia strain 
FDAARGOS 92 dan isolat K9 teridentifikasi sebagai spesies Bacillus safensis strain 
U-17 1.  
 
Kata kunci : IAA, padi (Oryza sativa), rizosfer, Stenotrophomonas maltophilia dan
          Bacillus safensis 
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ABSTRACT 
 
 
Name  : Sri Kurniati 
Student ID Number : 60300114132 
Title : Screening and Identification of Bacteria Which Produce 3 
Acetid Indole Hormone on Rice (Oryza sativa) root areas in 
Balang Sub-District, Binamu District, Jeneponto Regency  
 
 
IAA hormone (Indole-3 Acetid Acid) is another therm of auxin hormone. 
Currently, modern agriculture is so depend in long tem use of which influences the 
soil fetility. IAA can be produced by rhizosphere bacteria of plants which use as 
additional organic ferlitilizer (biofertilizer). This research is quantitative method 
which have purpose to find out the number and kind of bacteria which produce the 
highest IAA hormone on Rice (Oryza sativa) root areas. The result show that there 
are 8 isolates which produces IAA hormone, they are K1, K4, K7, K9, K10, K12, 14 
and K16 isolates. BLAST analysis result show that K7 isolate identified as 
Stenotrophomonas malthophilia species FDAARGOS 92 strain and K9 isolate 
identified as Bacillus safensis species U-17 1 strain. 
 
Keywords: IAA, rice (Oryza sativa), rhizosphere, Stenotrophomonas malthophilia,   
and Bacillus safensis. 
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BAB I 
PENDAHULUAN 
 
A. Latar Belakang 
 Al-Qur’an sebagai pedoman hidup manusia di dalamnya telah dijelaskan 
tentang segala aspek kehidupan termasuk penciptaan berbagai jenis tumbuhan. 
Tumbuhan memiliki banyak manfaat untuk makhluk hidup lain serta dapat dijadikan 
bahan penelitian. Sebagaimana firman Allah swt.dalamQS Al- An’am/06: 95. 
                             
               
Terjemahnya: 
 
Sesungguhnya Allah menumbuhkan butir tumbuh-tumbuhan dan biji buah-
buahan.Dia mengeluarkan yang hidup dari yang mati dan mengeluarkan yang mati 
dari yang hidup.(Yang memiliki sifat-sifat) demikian ialah Allah, maka mengapa 
kamu masih berpaling?(Kementerian Agama RI, 2007). 
 
Dalam tafsir Ibnu Katsir menyatakan Allah berfirman “Allah menumbuhkan 
butir tumbuh-tumbuhan dan biji buah-buahan”.Ayat tersebut menjelaskan bahwa 
Allah swt.adalah satu-satunya pencipta yang dapat menumbuhkan berbagai macam 
tumbuhan termasuk tumbuhan berbiji agar dapat dimanfaatkan hewan dan manusia 
salah satunya sebagai bahan pangan. “Dia mengeluarkan yang hidup dari yang 
mati”.Makna ayat ini menjelaskan tentang kuasa Allah dalam mengatur kehidupan 
dan kematian makhluk ciptaan-Nya.Hanya orang yang menyakini dan memikirkan 
    1 
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bahwa hal tersebut merupakan tanda-tanda kekuasaan Allah dan tidak ada yang 
setara dengan-Nya (Abdullah, 2003). 
Ayat tersebut juga dijelaskan dalam tafsir Al-Mishbah firman Allah 
“Sesungguhnya Allah menumbuhkan butir tumbuh-tumbuhan dan biji buah-buahan” 
Maksudnya Allah maha kuasa maha bisa membelah berbagai biji sumber bibit untuk 
mengeluarkan tumbuh-tumbuhan baru.Dia juga membelah tunas untuk 
menumbuhkan pohon- pohon baru. Ayat di atas juga menunjukkan salah satu bukti 
kekuasaan Allah swt.yaitu penciptaan biji dan embrio tanaman di setiap tempat yang 
sempit. Sedangkan bagian lain biji itu, terdiri atas zat-zat tidak hidup 
terakumulasi.Ketika embrio itu mulai bernyawa dan tumbuh, zat- zat yang 
terakumulasi itu berubah menjadi zat yang dapat memberi makan embrio.Ketika 
mulai pertumbuhan, dan sel-sel hidup mulai terbentuk, biji kedua berubah pula dari 
fase biji/bibit ke fase tunas.Saat itu tumbuhan mulai dapat memenuhi kebutuhan 
makanannya sendiri, dari zat garam yang larut dalam air di dalam tanah dan diserap 
oleh akar serabut, dan terbentuknya zat hijau daun dari karbohidrat, seperti gula 
dengan bantuan cahaya matahari.Ketika siklus itu sampai pada titik akhirnya, buah-
buahan kembali mengandung biji-bijian yang merupakan bahan kehidupan baru 
lagi.Dan begitu seterusnya(Shihab, 2002). 
Ayat di atas dengan nyata menjelaskan bahwasanya Allah swt.menumbuhkan 
bermacam-macam tumbuhan dengan segala bentuk dan jenisnya masing-masing, 
salah satunya adalah tumbuhan yang tergolong biji-bijiandapat dimanfaatkan 
makhluk hidup lain baik manusia maupun hewan sebagai bahan makanan, kerena 
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tumbuhan merupakan salah satu penyuplai energi untuk pemenuhan aktitvitas sehari-
hari.Tumbuhan berbiji yang menjadi bahan pangan utama masyarakat Indonesia 
adalah padi. 
Dalam islam dianjurkan untuk bercocok tanam karena bercocok tanam 
merupakan pekerjaan mulia. Padi tergolong jenis tumbuhan berbiji yang dapat 
tumbuh hampir di semua lahan pertanian dengan teknik bercocok tanam.Metode 
tersebut sudah ada sejak zaman diciptakannya manusia di dunia. Selain Al-Qur’an, 
umat Islam memiliki pedoman untuk dijadikan petunjuk dalam hidup yaitu hadis 
yang merupakan perkataan Rasulullah Muhammad saw.  
Pentingnya dianjurkan bercocok tanaman disebutkan dalam salah satu hadis 
yang berbunyi: 
 
                                                                                                                    
                                                                                                             
                               
 
 
 
                 
 
                                                             
           ه)                                                                                            
 (ي  خ    
Terjemahnya: 
Telah menceritakan kepada kami Qutaibah bin Sa'id telah menceritakan 
kepada kami Abu'Awanah. Dan diriwayatkan pula telah menceritakan kepada saya 
'Abdurrahman bin Al Mubarak telah menceritakan kepada kami Abu 'Awanah dari 
Qatadah dari Anas bin Malik ra berkata; Rasulullah saw bersabda: "Tidaklah seorang 
muslim pun yang bercocok tanam atau menanam satu tanaman lalu tanaman itu 
dimakan oleh burung atau menusia atau hewan melainkan itu menjadi shadaqah 
baginya". Dan berkata, kepada kami Muslim telah menceritakan kepada saya 
Abantelah menceritakan kepada kami Qatadah telah menceritakan kepada kami Anas 
dari Nabi saw ( HR. Al-Bukhari). 
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Tanaman padi (Oryza sativa L.) merupakan tanaman pangan penting yang 
menjadi makanan pokok lebih dari setengah penduduk dunia karena mengandung 
nutrisi yang diperlukan tubuh. Menurut Poedjiadi (1994), kandungan karbohidrat 
padi giling sebesar 78,9%, protein 6,8%, lemak 0,7% dan lain-lain 0,6% 
(Hariningsih, 2016). 
Padi merupakan komoditas tanaman pangan paling utama di Indonesia. 
Penduduk Indonesia menjadikan beras sebagai bahanmakanan pokok. Sembilan 
puluh lima persen penduduk Indonesia mengkonsumsi bahan makanan ini. Karena 
beras mampu mencukupi 63% total kecukupan energi dan 37% protein (Norsalis, 
2011).  
Kebutuhan akan beras sebagai salah satusumber pangan utama penduduk 
Indonesiaterus meningkat, karena selain jumlah penduduk terusbertambah dengan 
peningkatan sekitar 2%per tahun, disebabkan juga adanya perubahan polakonsumsi 
penduduk Indonesia dari non beras ke beras.Terjadinya penciutan lahan sawah 
irigasisubur akibat dari konversi lahan untuk kepentingan non pertanian, serta 
munculnyafenomena degradasi kesuburan lahan menyebabkan peningkatan 
produktivitas padi sawah irigasicenderung melandai sehingga mengakibatkan 
kebutuhan jumlah produksi beras tidak mampu mengimbangi laju peningkatan 
penduduk (Andriani, 2008). 
Produktivitas pertanian merupakan sumber bagi pertumbuhan di sektor 
pertanian.Adapun peningkatan produksi pertanian dapat dicapai dengan peningkatan 
teknologi pertanian.Dengan peningkatan teknologi pertanian sangat memungkinkan 
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tercapainya peningkatan produksi dari faktor produksi yang tetap(Thirtle and Ruttan 
dalam Hermanto et al., 1992).Dengan demikian pengembangan teknologi pertanian 
seperti teknologi pemupukan organik merupakan suatu langkah yang strategis bagi 
peningkatan produktivitas pertanian kedepannya (Maulana, 2004). 
Penerapan teknologi pemupukan organik juga sangat penting dalam 
pengelolaankesuburan tanah, karena pertanian modern dewasa ini memiliki 
ketergantungan pada penggunaan bahan-bahan kimia seperti fungisida, pupuk sintetis 
dan pestisida yang justu dapat memperngaruhi keadaaan tanah dan mengakibatkan 
tekanan pada lingkungan pada pengguunaan jangka panjang (Retnowati, dkk., 2012). 
Pupuk organiktersebut dapat bersumber dari sisa panen,pupuk kandang, 
kompos atau sumberbahan organik lainnya.Selain menyumbanghara yang tidak 
terdapat dalampupuk anorganik, seperti unsur hara mikro,pupuk organik juga penting 
untuk memperbaikisifat fisik dan biologis tanah. Lahanyang kering akan mampu 
menyediakan air danhara yang cukup bagi tanaman bilastruktur tanahnya baik 
sehingga dapat mendukungpeningkatan efisiensi pemupukan.Jenis pupuk lain yang 
mulai berkembang pesat adalah pupuk hayati(biofertilizer) seperti, pupuk mikroba 
pemacutumbuh dan pengendali hama,mikrofloratanah multigunadan pupuk 
mikrobapelarut fosfat(Abdurachman dkk, 2008). 
Wu et. al., (2005) melaporkan bahwa penggunaan biofertilizer yang 
mengandung mikoriza,bakteri pelarut Fofsat (P) (Bacillus megaterium), dan pelarut 
Kalium (K) (Bacillus mucilaginous) telah meningkatkan pertumbuhan tanaman 
jagung (Zea mays). Komunitas 2 mikroba tersebut dapat berperan dalam 
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pertumbuhan tanaman melalui beberapa mekanisme seperti peningkatan kemampuan 
bersaing dengan patogen akar (Weller et al., 2002), penyediaan unsur hara dalam 
tanah (Lynch, 1990), atau peningkatan kemampuan menyerap unsur hara (Smith and 
Read, 1997).Sedangkan Pattern and Glick (2005) menyatakan bahwa mikroba dapat 
memacu produksi hormon pertumbuhan seperti Indole-3-Acetic Acid (IAA), 
sitokinin, dan giberelin. Sebagai tambahan, mikroba dapat mendorong peningkatan 
pertumbuhan rambut-rambut akar sehingga penyerapan air dan hara mineral menjadi 
lebih efisien (Lerner et al., 2005). 
Menurut (Sukmadi, 2012) Auksin (hormon pertumbuhan) banyak ditemukan 
pada embrio benih dan jaringan meristematik yang aktif tumbuh seperti pucuk 
ranting/daun, ujung akar dan tunas tanaman. Indole-3-Acetic Acid (IAA) atau yang 
disebut sebagai hormon auksin berfungsi mengendalikan beberapa mekanisme 
fisiologi tumbuhan, seperti proses pembelahan sel dan diferensiasi jaringan 
tumbuhan (Haq and Dahot, 2007). 
Bakteri Penghasil IAA mampu menghasilkan fitohormon yang dapat 
mempercepat pertumbuhan tanaman. Hormon IAA adalah auksin endogen yang 
berperan dalam pembesaran sel, menghambat pertumbuhan tunas samping, 
merangsang terjadinya absisi, berperan dalam pembentukan jaringan xilem dan 
floem, dan juga berpengaruh terhadap perkembangan dan pemanjangan 
akar.Widawati dan Suliasih (2006) menyatakan populasi Bakteri pelarut fosfat(BPF) 
di daerah rizosfer mencapai 10-100 kali lebih banyak dibandingkan daerah 
nonrizosferkarena akar mengekskresikan bahan organik yang dapatmencukupi dan 
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merangsang pertumbuhan bakteri. BPF di dalam tanah mempunyai kemampuan 
melepas Fosfor (P) dari ikatan Besi (Fe), Aluminium (Al), Kalsium (Ca) dan 
Magnesium (Mg), sehingga P yang tidak tersedia menjadi tersedia bagi tanaman 
(Rao, 1994). Salah satu lokasi yang menarik untuk diketahui keberadaan bakteri 
penghasil hormon IAA pada tanaman padi adalah Kabupaten Jeneponto. 
Kabupaten Jeneponto adalah daerah yang termasuk daerah yang beriklim 
kering (Siswantari, 2012). Berdasarkan hal tersebut sehingga dilakukan penelitian 
dengan judul “Isolasi dan Identifikasi Bakteri Penghasil Hormon Indole-3 Acetid Acid 
(IAA) Asal Perakaran Padi (Oryza sativaL.) di Kelurahan Balang, Kecamatan Binamu 
Kabupaten Jeneponto Secara In Vitro”. 
 
B. Rumusan Masalah 
 Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut: 
1. Berapa banyak isolat bakteri asal perakaran tanaman padi (Oryza sativa) yang 
mampu menghasilkan hormon IAA? 
2. Bakteri jenis apa yang mampu menghasilkan hormon IAA tertinggi asal 
perakaran tanaman padi (Oryza sativa)?  
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C. Ruang Lingkup Penelitian 
Sampel isolat bakteri dari penelitian sebelumnya diremajakan pada medium 
Nutrient Agar (NA) miring. Kemudian untuk mengetahui kemampuan bakteri 
tersebut dalam menghasilkan hormon IAA maka perlu digunakan medium Nutrient 
Broth (NB). Kemampuan bakteri tersebut dideteksi menggunakan spektrofotometer. 
Bakteri penghasil hormon IAA yang telah didapatkan akan dilakukan kultur 
bakteridan proses ekstraksi IAA, uji pengukuran konsentrasi IAA secara 
spektrofotometri, pengukuran uji aktivitas IAA secara kualitatif. Bakteri penghasil 
hormon IAA dari perakaran tanaman padi (Oryza sativa L.) selanjutnya diidentifikasi 
secara molekuler dengan tujuan mengetahui lebih spesifik spesies dari bakteri 
tersebut. Penelitian dilaksanakan pada bulan Agustus–Oktober 2018 bertempat di 
laboratorium mikrobiologi jurusan biologi Universitas Islam Negeri Alauddin 
Makassar, Samata-Gowa dan laboratorium molekuler Rumah Sakit Pendidikan 
Universitas Hasanuddin Makassar. 
 
D. Kajian Pustaka 
Dalam kajian pustaka dibahas beberapa temuan hasil penelitian sebelumnya 
untuk melihat kejelasan arah, originalitas, kemanfaatan, dan posisi dari penelitian ini, 
dibandingkan dengan beberapa temuan penelitian yang dilakukan sebelumnya yaitu 
sebagai berikut: 
1. Nyoman (2004) dalam penelitiannya Potensi isolat bakteri Penghasil IAA dalam 
Peningkatan Pertumbuhan Kecambah Kacang Hijau pada Kondisi Hidroponik 
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Menggunakan Metode Uji IAA dengan mengambil beberapa isolat bakteri dari 
Laboratorium mikrobiologi kemudian mengekstraksi sebanyak tiga kali 
menggunakan metode Salkowski bahwa hasil ini menunjukkan kecambah 
kacang hijau yang ditumbuhkan secara hidroponik mampu meningkatkan 
panjang kecambah, pada konsentrasi rendah IAA menyebabkan pemanjangan 
baik pada pucuk maupun akar. Ekstrak kultur yang diencerkan dapat 
menstimulasi pemanjangan akar utama. IAA yang diekskresikan oleh bakteri 
meningkatkan pertumbuhan akar tanaman secara langsung dengan menstimulasi 
pemanjangan sel atau pembelahan sel. Penelitian di atas mempunyai kesamaan 
dengan penelitian ini dalam hal mengisolasi bakteri penghasil hormon IAA. 
Perbedaan penelitian di atas dengan penelitian ini terletak pada sampel, 
penelitian di atas menggunakan sampel kecambah kacang hijau yang diberi 
bakteri penghasil IAA kemudian diamati pertumbuhannya, sedangkan penelitian 
ini menggunakan sampel rizosfer padi untuk mengisolasi dan mengidentifikasi 
bakteri penghasil hormon IAA tersebut. 
2. Lesta dan Riyanti (2007) dalam penelitiannya Pengaruh Hormon Asam Indol 
Asetat yang Dihasilkan Azospirilum sp. terhadap Perkembangan Akar Padi. Hasil 
menunjukkan bahwa semakin lama umurkultur, pada semua perlakuan cenderung 
terjadi penurunan produksi AIA. Hal ini kemungkinan besar nutrisi sudah menurun, 
di lain pihak AIA yang dihasilkan juga dikonsumsi kembali untuk pertumbuhan. 
Inokulasi tanaman padi dengan strain-strain Azospirillum mampu meningkatkan 
perkembangan akar lateral dan merangsang kerapatan dan panjang rambut akar, 
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yang pada akhirnya menyebabkan peningkatan serapan hara pada tanaman 
padi.Inokulasi memberikan dampak yang lebih baikterhadap perkembangan akar 
tanaman padi, di mana jumlah akar lebih lebat dan rambut akar lebih banyak, jadi 
kemampuan sekresi AIA lebih banyak. Fitohormon AIA menghasilkan lebih banyak 
akar lateral, rambut akar, dan cabang rambut akar. Kemampuan Azospirillum dalam 
mensistesis AIA dapat memodifikasi perkembangan akar dan proses pertumbuhan 
tanaman inang (Tien et al. 1979). Strain-strain Azospirillum yang mampu 
memproduksi AIA tinggi dalam kulturnya sangat mempengaruhi morfologi akar 
tanaman (Jain dan Patriquin 1985). Kesamaan penelitian di atas dengan penelitian 
ini dalam hal pengukuran kadar hormon IAA pada bakteri penghasil hormon IAA. 
Perbedaan penelitian di atas dengan penelitian ini yaitu pada penelitian di atas sudah 
diketahui jenis bakteri penghasil hormon IAA dan diinokulasikan pada akar 
tanaman padi, sedangkan pada penelitian ini mengiisolasi dan mengidentifikasi 
bakteri penghasil hormon IAA dari rizosfertanaman padi untuk melihat potensi 
bakteri yang dapat menghasilkan hormon IAA tanpa diinokulasikan pada akar 
tanaman padi.  
3. Suriaman (2010) dalam penelitiannya potensi bakteri endofit dari akar tanaman 
kentang (Solanum tuberosum) dalam memfiksasi N2 di udara dan menghasilkan 
hormon IAA secara in vitro merupakan solusi untuk mengurangi penggunaan 
pupuk kimia secara berlebihan, memperbaiki kesuburan tanah dan meningkatkan 
kualitas tanaman dengan memanfaatkan teknologi alternatif pemupukan secara 
hayati yang ramah lingkungan. Salah satunya adalah dengan menggunakan 
bakteri bakteri endofit. Hasilnya bahwa semua jenis bakteri endofit, baik bakteri 
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tunggal dan bakteri kombinasi mampu menghasilkan hormon IAA secara in 
vitro. Bakteri endofit tunggal yang mempunyai kemampuan tinggi menghasilkan 
IAA adalah bakteri tunggal K. ozaenae (0,98 ppm), sedangkan bakteri endofit 
kombinasi yang memiliki kemampuan tinggi menghasilkan IAA adalah bakteri 
kombinasi P. pseudomallei dengan B. mycoides (1,16 ppm). Kesamaan 
penelitian di atas dengan penelitian ini dalam hal melihat potensi bakteri yang 
dapat menghasilkan hormon IAA. Perbedaan penelitian di atas dengan penelitian 
ini, pada penelitian di atas menggunakan bakteri endofit yang telah diketahui 
jenisnya dari akar tanaman kentang (Solanum tuberosum) dalam memfikasi 
Nitrogen serta menghasilkan hormon IAA, sedangkan penelitian ini hanya 
mengisolasi dan mengidentifikasi bakteri penghasil hormon IAA dari perakaran 
tanaman padi. 
4. Sukmadi (2012) dalam penelitiannya Aktivitas Fitohormon Indole-3-Acetic Acid 
(IAA) Dari Beberapa Isolat Bakteri Rizosfer dan Endofit, bahwa hasil 
inimenujukkan bakteri rizosfer dan bakteri endofit dapat menghasilkan 
fitohormon IAA. Dari 34 isolat bakteri yang diuji aktivitasnya, 20 isolat bakteri 
dapatmenghasilkan fitohormon IAA dengan konsentrasiyang berbeda-beda. 
Isolat bakteri endofit yangdiisolasi dari ranting tanaman belimbing 
(BEr1)mempunyai aktivitas tertinggi dalam menghasilkanfitohormon IAA, yaitu 
dengan konsentrasi IAAsebesar 16,71 ppm. Selain isolat bakteri BEr1terdapat 2 
isolat bakteri yang dapat menghasilkankonsentrasi IAA cukup tinggi yaitu isolat 
bakteririzosfer tanaman kangkung (KR1) dengankonsentrasi IAA 10,99 ppm dan 
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isolat bakteriendofit akar tanaman mangga (MEa2) dengankonsentrasi IAA 7,64 
ppm. Penelitian di atas mempunyai kesamaan dengan penelitian penyusun dalam 
hal produksi hormon IAA, sedangkan perbedaan penelitian tersebut dengan 
penelitian penyusun terletak pada sampel yakni penelitian di atas menggunakan 
3 sampel yaitu tanaman belimbing, kangkung dan mangga. Pada penelitian ini 
hanya menggunakan 1 sampel yaitu rizorfer tanaman padi (Oryza sativa)yang 
akan diidentifikasi bakteri yang mampu menghasilkan Hormon IAA pada 
tanaman tersebut. 
5. Adi (2016) dalam penelitiaannya Efektivitas Beberapa Auksin (NAA, IAA, dan 
IBA) terhadap Tertumbuhan Tanaman Zaitun (Olea europea L.) Melalui Teknik 
Stek Mikro bahwa konsentrasi jenis auksin yang efektif untuk menumbuhkan 
tanaman zaitun melalui teknik stek mikro adalah NAA 0,1 ppm untuk persentase 
stek hidup (%) sebesar 70% dari total ulangan (7 stek hidup dari 10 stek 
ulangan), persentase stek berakar (%) sebesar 40% (4 stek berakar dari 10 stek 
ulangan) dan panjang akar rata-rata 1,296 cm dan IBA 0,1 ppm untuk jumlah 
akar pada stek. Meskipun pada beberapa perlakuan menunjukkan hasil yang 
sama pada persentase hidup (%), stek berakar (%), jumlah akar dan panjang 
akar, akan tetapi penggunaan jenis hormon dengan konsentrasi yang rendah 
memberikan hasil yang tidak berbeda nyata dengan perlakuan yang memberikan 
hasil tertinggi sehingga penggunaan hormon dengan konsentrasi rendah lebih 
efektif untuk digunakan dalam budidaya tanaman zaitun. Penelitian di atas 
mempunyai kesamaan dengan penelitian ini dalam hal meneliti tentang hormon 
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IAA. Sedangkan perbedaan penelitian di atas dengan penelitian ini terdapat pada 
sampel dan perlakuan. Penelitian di atas menggunakan sampel tanaman zaitun 
(Olea europea L.) yang kemudian diberikan hormon NAA, IAA dan IBA untuk 
diamati pertumbuhannyadengan teknik stek mikro, sedangkanpada penelitian ini 
menggunakan sampel rizosfertanaman padi. Perbedaan lainnya yaitu penelitian 
diatas  mengukur efektivitas hormon IAA yang diberikan pada stek mikro 
tanaman bukan mengisolasi bakteri penghasil hormon IAA. 
 
E. Tujuan Penelitian 
 Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 
1. Mengetahui jumlah isolat bakteri asal perakaran tanaman padi (Oryza sativa) 
yang mampu menghasilkan hormon IAA. 
2. Mengetahui jenis bakteri yang mampu menghasilkan hormon IAA tertinggi asal 
perakaran tanaman padi (Oryza sativa)?  
F. Kegunaan Penelitian 
 Kegunaan dalam melakukan penelitian ini adalah sebagai berikut: 
1. Dapat membuktikan secara ilmiah dan memberikan informasi kepada 
masyarakat penggunaan pupuk hayati dengan memanfaatkan teknologi alternatif 
menggunakan bakteri penghasil hormon IAA (Indole-3- Acetic Acid) dari 
perakaran tanaman padi lebih ramah lingkungan. 
2. Menambah pengetahuan dibidang pertanian, sehingga dari hasil penelitian ini 
bakteri penghasil hormon IAA dapat dijadikan pengganti pupuk kimia 
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3. Dapat memberikan pengembangan ilmu pengetahuan tentang penggunaan jenis 
bakteri yang dapat menghasilkan hormon IAA pada jurusan Biologi dan civitas 
akademik UIN Alauddin Makassar 
4. Dapat dijadikan sebagai bahan perbadingan dari penelitian selanjutnya. 
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BAB II 
TINJAUAN TEORITIS 
 
A.  Ayat dan Hadis yang Relevan 
Makhluk hidup termasuk tumbuhan dapat tumbuh atas kehendak Allah 
swt.dengan bantuan air yang turun dari langit. Dengan air tersebut berbagai jenis 
tumbuhan tumbuh di tanah untuk dapat dimanfaatkan manusia dan hewan.Tanah 
sebagai media pertumbuhan menyerap air dan unsur hara agar tumbuhan yang 
tumbuh di atasnya subur tanpa adanya kekeringan karena nutrisi tanah telah 
terpenuhi.Tanah subur dengan mudah menjadi tidak subur ialah kuasa Allah yang 
mengatur segala sesuatu di bumi.Oleh karena itu manusia harus mengetahui tanda-
tanda kekuasaan Allah swt.Allah swt.berfirman dalam QS Az-Zumar/39:21. 
                           
                           
             
. 
Terjemahnya:  
Apakah kamu tidak memperhatikan, bahwa sesungguhnya Allah menurunkan 
air dari langit, maka diaturnya menjadi sumber-sumber air di bumi kemudian 
ditumbuhkan-Nya dengan air itu tanam-tanaman yang bermacam-macam warnanya, 
lalu menjadi kering lalu kamu melihatnya kekuning-kuningan, kemudian dijadikan-
Nya hancur berderai-derai. Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar 
terdapat pelajaran bagi orang-orang yang mempunyai akal(Kementerian Agama RI, 
2007). 
      15 
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Dalam tafsir Ibnu Katsir, Allah berfirman “Apakah kamu tidak 
memperhatikan, bahwa sesungguhnya Allah menurunkan air dari langit, maka 
diaturnya menjadi sumber-sumber air di bumi”.Maksudnya Allah menceritakan 
kepada manusia asal mula air yang ada di bumi berasal dari langit. Tak ada satupun 
air di bumi melainkan berasal dari air yang diturunkan Allah dari langit yang 
kemudian Allah menjadikan sumber-sumber air tersebut berbeda-beda terdapat di 
laut, di sungai di danau dan sumber air lainnya”. “Kemudian ditumbuhkan-Nya 
dengan air itu tanam-tanaman yang bermacam-macam warnanya”. Maksudnya Allah 
menciptakan tumbuh-tumbuhan dengan segala bentuk warna, bau dan rasanya 
masing-masing serta Allah tak lupa memberikan masing-masing manfaatnya agar 
dapat dimanfaatkan manusia.“Lalu menjadi kering lalu kamu melihatnya kekuning-
kuningan, kemudian dijadikan-Nya hancur berderai-derai”. Yaitu Allah menjadikan 
tumbuhan yang semula subur segar menjadi tua sehingga kering dan berwarna 
kuning kemudian hancur berderai-derai. “Sesungguhnya pada yang demikian itu 
benar-benar terdapat pelajaran bagi orang-orang yang mempunyai akal” Maksudnya 
supaya manusia menyadari betapa maha kuasa Allah mengatur alam dengan sebaik-
baiknya (Abdullah, 2003). 
Dalam tafsir Al-Mishbah ayat tersebut juga dijelaskan Allah swt 
berfirman“Apakah kamu tidak memperhatikan(maksudnya tidak mengetahui) bahwa 
sesungguhnya Allah menurunkan air dari langit”.Allah maha kuasa atas segala 
sesuatu mengatur keadaan alam.“Maka diatur-Nya menjadi sumber-sumberair di 
bumi”. Yakni, Dia memasukkan air itu ke tempat-tempat yang dapat menjadi sumber 
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air di bumi.“Kemudian ditumbuhkan-Nya dengan air itu tanam-tanaman yang 
bermacam-macam warnanya”. Tanaman yang tumbuh subur dengan bermacam 
warna yang indah dengan kandungan nutrisinya.“Lalu menjadi keringlalu kamu 
melihatnyakekuning-kuningan” Jika kekurangan nutrisi serta unsur penting yang 
dibutuhkan, tanaman menjadi layu dan kering.“Kemudian dijadikan-Nya hancur 
berderai” Yakni Allahdengan mudah merontokkantanaman meskipun manusia 
berusaha menanamnya jika Allah tak berkehendak maka tanaman tersebut tidak akan 
tumbuh. Hal tersebut dapat menjadi perumpamaan kehidupan manusia. 
“Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar terdapat pelajaranbagi orang-
orang yang mempunyai akal”.Bagi orang-orang yang mau mengambil pelajaran 
darinya untuk menyimpulkan keesaan dan kekuasaan Allah swt.(Shihab, 2002). 
Ayat di atas secara nyata menjelaskan bahwa Allah menurunkan air dari langit 
lalu mengalirkannya dalam bentuk mata air di dalam perut bumi.Dia kemudian 
menumbuhkan tanaman pertanian yang bentuknya sangat beragam lalu menjadi 
kering dan kuning setelah sebelumnya hijau.Setelah itu, Dia menjadikannya terpecah 
berpeking-keping. Sungguh, dalam proses perpindahan dari satu kondisi ke kondisi 
yang lain itu, terdapat peringatan bagi orang-orang yang memiliki akal yang 
cemerlang. 
Air merupakan sumber kehidupan yang sangat penting untuk kelangsungan 
hidup semua makhluk ciptaan Allah.Dalam al-Qur’an telah dibahas dan dijelaskan 
bahwa air memiliki banyak manfaat salah satunya sebagai unsur hara untuk 
kesuburan tumbuh-tumbuhan.Selain itu air adalah karunia dan nikmat Allah 
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termasuk air hujan yang begitu istimewa, oleh karena itu ketika hujan turun 
sebaiknya manusia tidak mengeluh melainkan berdo’a supaya mendapat kebaikan, 
berkah dan manfaat dari hujan tersebut.Terdapat sebuah hadis yang berisi anjuran 
berdo’a ketika hujan turun. 
 
 
Terjemahnya:  
Ya Allah turunkanlah kepada kami hujan yang bermanfaat. Ya Allah 
turunkanlah hujan di sekitar kami, bukan untuk merusak kami (HR. Bukhari). 
 
Tanah merupakan unsur hara utama di alam.Bagian terpenting dalam hal 
penyediaan nutrisi baik organik maupun anorganik disebut sebagai koloid yang 
bertanggung jawab melepaskan nutrisi ke larutan tanah sehingga tersedia untuk 
diserap oleh akar tanaman.Kapasitas Tukar Kation (KTK) merupakan sifat kimia 
yang erat hubungannya dengan kesuburan tanah.tanah dengan nilai KTK tinggi 
mampu menyerap dan meyediakan unsur hara lebih baik daripada tanah yang 
memiliki nilai KTK rendah. Allah swt.berfirman dalam QS Al-A’raf/7:58. 
                               
                
Terjemahnya:  
Dan tanah yang baik, tanaman-tanamannya tumbuh subur dengan seizin 
Allah; dan tanah yang tidak subur, tanaman-tanamannya hanya tumbuh 
merana.Demikianlah Kami mengulangi tanda-tanda kebesaran (Kami) bagi orang-
orang yang bersyukur (Kementerian Agama RI, 2007). 
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Dalam tafsir Ibnu Katsir Allah berfirman “Dan tanah yang baik, tanaman-
tanamannya tumbuh subur dengan seizin Allah”.Yakni tanah yang baik 
mengeluarkan tumbuh-tumbuhannya dengan cepat dan subur.“Dan tanah yang tidak 
subur, tanaman-tanamannya hanya tumbuh merana”.Maksudnya tanah yang tidak 
subur ialah seperti tanah yang belum digarap dan belum siap untuk ditanami, serta 
tanahlainnya yang tidak dapat ditanami (Abdullah, 2003). 
Dalam tafsir Al-Mishbah juga dijelaskan bahwa Allah berfirman “Dan tanah 
yang baik, tanaman-tanamannya tumbuh subur dengan seizin Allah”.Ayat di atas 
menjelaskan tentang tanah yang baik, tanamannya tumbuh subur dan hidup dengan 
izin Allah.“Dan tanah yang tidak subur, tanaman-tanamannya hanya tumbuh 
merana”.Yaitu tanah yang tidak subur, tidak menghasilkan kecuali sedikit tanaman 
yang tidak berguna, bahkan menjadi penyebab kerugian pemiliknya.“Demikianlah 
Kami mengulangi tanda-tanda kebesaran (Kami) bagi orang-orang yang 
bersyukur”.Maksudnya Allah memperlihatkan kekuasaan-Nya agar manusia selalu 
bersyukur atas kebaikan-kebaikan-Nya dan nikmat-nikmat-Nya (Shihab, 2002). 
Ayat tersebut sudah sangat jelas menyatakan bahwa Allah swt.menciptakan 
beberapa tanah untuk digunakan makhluk hidup. Tanah yang baik dapat 
menumbuhkan tanaman dengan baik dan subur.Sebaliknya tanah yang tidak subur 
yaitu tandus yang tidak dapat ditumbuhi tanaman dengan subur karena miskin nutrisi 
yang dibutuhkan oleh tanaman.Yang demikian merupakan tanda-tanda kebesaran 
Allah swt.bagi orang yang beriman (Shihab, 2002).  
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Untuk tumbuh subur, tumbuhan membutuhkan nutrisi yang cukup di tanah, 
sehingga tanah harus dalam kondisi subur.Selain itu tumbuhan membutuhkan 
fitohormon Indole-3 Acetid Acid (IAA) yaitu senyawa pemacu pertumbuhan 
tanaman yang juga berperan dalam kesuburan tanah. 
Terdapat hadis yang menjelaskan tentang pentingnya nutrisi untuk kesuburan 
tanah yang mengandung pengertian bahwa Islam menuntut umat manusia agar 
mengusahakan sebaik mungkin lahan yang ada di seluruh permukaan bumi untuk 
dioptimalkan, agar lahan tersebut tidak menjadi terlantar dan kurang produktif. 
 
 
Terjemahnya: 
"Dari Aisyah ra.berkata : Rasulullah saw pernah bersabda : “ Galilah rizki 
dari celah-celah (perut) bumi” (HR.Tarmidzi). 
 
 
B. Tinjauan Umum Bakteri Penghasil Hormon IAA  
Bakeri adalah mikroba prokariotik yang uniseluler dan berkembangbiak 
dengan cara aseksual dengan pembelahan sel. Bakteri tidak berklorofil namun ada 
yang bersifat fotosintetik, kemudian bakteri hidup secara bebas, parasit, saprofit, 
sebagai patogen pada manusia, hewan dan tumbuhan. Habitatnya terdapat dimana-
mana misalnya di alam, tanah, laut, atmosfer dan di dalam lumpur. Bentuk tubuhnya 
ada yang bulat, spiral dan batang. Selain itu bakteri merupakan struktur sel yang 
tidak mempunyai membran inti sedangkan komponen genetiknya terdapat di dalam 
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molekul DNA tunggal yang terdapat di dalam sitoplasma. Ukuran sel-sel bakteri 
sangat bervariasi tergantung masing-masing spesiesnya, namun pada umumnya 0,5-
1,0 x 2,0-5 μm. Hal tersebut sama halnya dengan 10.000 bakteri yang panjang selnya 
1 μm dari satu ujung ke ujung lainnya (Alimuddin, 2005). 
Hormon IAA yang dihasilkan oleh bakteri melimpah pada fase stasioner. 
Produksi IAAakan meningkat pada kondisi pertumbuhanmenurun, ketersediaan 
karbon yang terbatasdan dalam kondisi lingkungan pH asam.Kondisi tersebut terjadi 
pada saat bakterimemasuki fase stasioner (Dewi dkk, 2015). 
Bakteri yang mampu menghasilkan IAA dapat meningkatkan pertumbuhan 
dan perpanjangan akar sehingga permukaan akar menjadi lebih luas dan akhirnya 
tanaman mampumenyerap nutrisi dari dalam tanah lebih banyak (Kumala dkk, 
2016). 
Biosintesis mikrobaIAA dalam tanah dapat dipicu dengan adanya L-
triptofanyang berasal dari eksudat akar atau sel-sel yang rusak.Bakteri yang mampu 
memproduksi IAA akan menstimulasipertumbuhan sistem perakaran inang. Bakteri 
penghasilhormon tumbuh IAA mensintesis hormon tersebutmelalui jalur tryptophan 
dependent pathway dengansenyawa intermediet indolepyruvic acid (Pattern dan 
Glick2002 in Husen 2003 and Mohite 2013). 
Populasi dan komposisi mikroorganisme dalam tanah yang bermanfaat untuk 
pertanian dapat terganggu (Rajapaksha et al., 2004; Manuel et al., 2008). Kesadaran 
akan lingkungan yang sehat dan perkembangan di bidang bioteknologi, telah 
mendorong berkembangnya produk-produk alternatif yang ramah lingkungan, 
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termasuk di dalamnya pupuk mikroba penghasil senyawa yang dapat meningkatkan 
pertumbuhan tanaman. Pertumbuhan tanaman sangat dipengaruhi oleh hormon 
pertumbuhan termasuk auksin yang berperan penting dalam membantu pembentukan 
Asam Indol-3 Asetat (AIA). AIA secara kimia mirip dengan asam amino triptofan 
dimana dianggap sebagai asal dari bentuk molekul AIA (Lestari dkk., 2007). 
AIA merupakan hormon kunci bagi berbagai aspek pertumbuhan tanaman 
yang dapat meregulasi banyak proses fisiologi, seperti pembelahan dan diferensiasi 
sel serta sintesa protein. Pada konsentrasi auksin optimum, sel-sel penyusun 
kambium aktif membelah dan terbentuk lapisan xilem yang cukup tinggi. AIA 
mendukung pemanjangan batang dengan meningkatkan pembesaran ukuran sel serta 
pembelahannya (Bialek, 1992; Bartel, 1997; Idris et al., 2007).  
Penelitian yang dilakukan Patten dan Glick (2002) diperoleh bahwa bakteri 
yang memproduksi IAA akan menstimulasi pertumbuhan sistem perakaran inang. 
Keuntungan dari asosiasi tanaman dengan bakteri adalah mensuplai sebanyak produk 
metabolit fiksasi karbon oleh tumbuhan yang telah hilang ke rizosfer sebagai 
eksudat. Konsentrasi IAA juga meningkat seiring dengan umur kultur sampai bakteri 
mencapai fase stasioner (Antonius, dkk., 2014). 
(Bolero, et. al., 2007) Menyatakan mikroba yang mampu menghasilkan IAA 
dapat meningkatkan pertumbuhan dan perpanjangan akarsehingga permukaan akar 
menjadi lebih luas dan akhirnyatanaman mampu menyerap nutrisi dari dalam tanah 
lebihbanyak. 
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C. Tinjauan Umum Hormon IAA 
Menurut (Long, et. al., 2008) meningkatnya pertumbuhan tanaman berkaitan 
dengan produksi fitohormon seperti Indole-3-Acetic Acid (IAA), sitokinin dan 
hormon pemacu pertumbuhan lainnya, dan atau sebagian endofit dapat meningkatkan 
penambahan nutrisi seperti nitrogen dan fosfat. Etilen dan IAA terlihat hampir pada 
semua aspek pertumbuhan dan perkembangan tanaman, mulai dari perkecambahan 
biji sampai pada pembentukan tunas dan abcission daun. Oleh karena itu, produksi 
ACC deaminase dan IAA sangat efisien dan penting bagi endofit untuk merangsang 
tanaman inang.Bakteri endofit mengandung ACC deaminase yang membantu 
pertumbuhan tanaman dan pada umumnya berada pada bagian akar tanaman inang 
dalam apoplas.Bagian sel dinding sel dari keseluruhan bagian tanaman dan pembuluh 
xilem dapat dianggap sebagai suatu sistem tunggaldisebut apoplas (Suriaman, 2010). 
Menurut Lestari dkk (2007) bahwa pada awal inkubasi sumber nutrisi tinggi 
sehingga produksi IAA tinggi dan terus meningkat meskipun tidak secara signifikan 
namun konsisten sampai akhir inkubasi. Pada bakteri terdapat fenomena bahwa pola 
produksi dan konsumsi IAA berjalan seimbang. Misalnya Azospirillum masih 
mampu memproduksi IAA dan secara simultan bakteri juga mengkonsumsi IAA 
untuk pertumbuhannya meskipun medium pertumbuhan sudah miskin nutrisi. 
Fitohormon auksin alami jenis IAA bersifat sangat labil dan mudah 
terdegradasi secaraenzimatik karena pengaruh aktivitas peroksidasepada 
tanaman.Selain itu, IAA juga mudahterdegradasi secara non-enzimatik 
akibatpengaruh intensitas cahaya dan temperatur yangtinggi.Oleh karena itu, larutan 
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stok IAA sebaiknyadisimpan pada botol berwarna coklat/gelap agarterlindung dari 
intensitas cahaya yang tinggi danditempatkan dalam pendingin dengan suhu 2-6
o
C 
(Dascaliuc, 2002). 
Indole-3-Acetic Acid (IAA) merupakan anggota utama dari kelompok auksin 
yang mengendalikan banyak proses fisiologis penting termasuk pembesaran dan 
pembelahan sel, diferensiasi jaringan dan respon terhadap cahaya dan gravitasi. IAA 
memiliki struktur kimia yang dapat dilihat pada Gambar 1.Fitohormon IAA diketahui 
dapat menghasilkan lebih banyak akar lateral, rambut akar dan cabang rambut akar. 
Keberadaan lima jalur biosintesis IAA yang berbeda telah diteliti dengan triptofan 
(Trp) sebagai precursor. Lima jalur tersebut ialah indole-3-piruvat (IpyA), indole-3-
asetamida (IAM), triptamin (TAM), Indole-3-asetonitril (IAN) dan jalur Trp cincin 
samping oksidase.Eksudat akar merupakan sumber alami L-triptofan untuk 
mikrorganisme rizosfer yang dapat meningkatkan produksi IAA di daerah 
rizosfer.Biosintesis IAA dalam tanah dapat dipacu dengan adanya triptofan yang 
berasal dari eksudat akar atau sel-sel yang rusak atu membusuk (Tahta, 2015). 
 
 
Gambar 2.1 Struktur Kimia Indole-3-Acetic Acid (IAA).(Tahta, 2015). 
Zat pengatur tumbuh tumbuh tanaman adalah senyawa organik selain hara 
yang ada dalam jumlah kecil dapat mendukung, menghambat, maupun mengubah 
proses fisiologis tumbuhan. Menurut Wattimena (1998) bahwa zat pengatur tumbuh 
dari kelompok auksin dapat merangsang pembentukan akar. 
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Widiarti (2009) dalam Adi (2016) menyatakan bahwa auksin dapat 
menginisiasi pemanjangan sel dengan cara mempengaruhi fleksibilitas dinding sel 
dan memacu protein tertentu yang ada di membran plasma untuk memompa ion H
+ 
ke dinding sel. Ion H
+ 
mengaktifkan enzim tertentu sehingga memutuskan ikatan 
silang hidrogen rantai molekul selulosa penyusun dinding sel. Sel tumbuh 
memanjang akibat air yang masuk secara osmosis. Sel terus tumbuh dengan 
mensintesis kembali mineral dinding sel dan sitoplasma.Tahap ini kemudian 
membentuk sel meristem yang menembus korteks kemudian muncul dari epidermis 
sehingga terbentuk akar. 
Peix et al.,(2001) menyatakan bahwa aplikasipupuk hayati akan 
memperolehkeuntungan ganda yaitu dapatmenyediakan unsur N dan P 
sertamenghasilkan IAA. 
D. Tinjauan Umum Identifikasi Molekuler 
Di bidang mikrobiologi, identifikasi mikroorganisme memegang peranan 
yang sangat penting. Saat ini dikembangkan metode identifikasi berbasis molekuler 
yang lebih cepat dengan tingkat sensitivitas dan spesifisitas yang tinggi. Proses 
identifikasi bakteri secara konvensional berdasarkan karakter fenotip bakteri seperti 
pewarnaan gram, morfologi koloni, dan aktivitas enzim seringkali tidak bersifat statis 
serta dapat berubah seiring dengan adanya evolusi. Kesalahan identifikasi seringkali 
terjadi dikarenakan hadirnya karakteristik fenotip bakteri yang tidak biasa ataupun 
kurangnya pengalaman dalam menginterpretasikan data karakter fenotip. Hal ini 
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menimbulkan hadirnya metode identifikasi secara molekuler menggunakan gen 16S 
rRNA dengan analisis sekuensing gen 16S rRNA (16S ribosomal Ribonucleic 
acid/Asam ribonukleat pengkode ribosom 16S, S menyatakan Svedberg, yaitu 
satuanukuran ribosom).Selain itu dapat mengurangi prasangka penafsiran dan 
menyingkirkan kebutuhan untuk kemungkinan "pretest" mengenai klasifikasi 
mikroorganisme untuk pemeriksaan langsung dan pemilihan database (Petti et al., 
2005). 
Sejak ditemukan pertama kali oleh Woose, sekuens 16S rDNA semakin 
banyakdigunakan. Pada tahun 1980-an telah dikembangkan standar terbaru dalam 
mengidentifikasi bakteri. Penelitian woosemenunjukkan bahwa sifat yang conserved 
dari gen 16S rRNA diduga disebabkan karena peran yang sangat esensial dari gen ini 
terhadap fungsi sel.Gen 16S rRNA adalah gen yang digunakan dalam menentukan 
filogenetik dan taksonomi dari bakteri secara molekuler. Penggunaan 16S rRNA 
sekuensing gen di laboratorium klinis menjadi umum untuk mengidentifikasi bakteri 
biokimia tak dikenal atau menyediakan referensi identifikasi untuk strain yang tidak 
biasa. (Janda & Abbott, 2007).  
Penggunaan gen 16S rRNA dengan teknik Polymerase Chain Reaction (PCR) 
memungkinkan untuk mengidentifikasi bakteri amilolitik dengan cepat dan spesifik. 
PCR merupakan suatu metode enzimatis untuk melipat gandakan secara eksponensial 
suatu sekuens nukleotida tertentu dengan cara in vitro (Yuwono, 2006). 
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 Gen 16S rRNA juga sering disebut sebagai 16S rDNA (16S ribosomal 
deoxyribose nucleatic acid), namun menurut konsensus dari American Society for 
Microbiology (ASM), istilah 16S rRNA dinilai lebih tepat (Rinanda, 2011). 
Gen pengkode RNA ribosomal (rRNA) adalah gen yang paling lestari (conserved). 
Porsi sekuens rDNA dari tiap organisme yang secara genetik berkorelasi umumnya 
adalah sama. Dengan demikian setiap organisme yang memiliki jarak kekerabatan 
tertentu dapat disejajarkan sehingga lebih mudah untuk menentukan perbedaan 
dalam sekuens yang menjadi ciri khas organisme tersebut. Daerah yang lestari ini 
juga yang menyebabkan gen ini dapat digunakan sebagai primer universal yang 
digunakan dalam Polymerase Chain Reaction (PCR) serta dapat ditentukan urutan 
nukleotidanya melalui sekuensing3,4. Gen pengkode rRNA digunakan untuk 
menentukan taksonomi, filogeni (hubungan evolusi) serta memperkirakan jarak 
keragaman antar spesies (rates of species divergence) bakteri Perbandingan sekuens 
rDNA dapat menunjukkan hubungan evolusi antar organisme.(Rinanda, 2011). 
Metode sekuensing telah mengalami perkembangan yang cukup 
pesat.Perkembangan teknologi saat ini telah memungkinkan dilakukannya analisis 
terhadap jutaan sekuens DNA per tahun.Kualitas analisis sekuensing sangat 
tergantung pada faktor kecepatan prosedur kerja dan teknologi yang 
digunakan.Identifikasi mikroorganisme penyebab infeksi dilakukan dengan 
menumbuhkan bakteri dari berbagai spesimen klinis pada media tertentu (Clarridge 
et.al, 2004). 
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E. Tinjauan Umum Rizosfer 
Rizosfer merupakan daerah yang ideal bagi tumbuh dan berkembangnya 
mikroorganisme tanah. Keadaan ini didukung oleh fungsinya, yaitu sebagai penyedia 
nutrisi dan juga sebagai tempat tumbuh dan berkembangnya mikroorganisme. 
Beberapa macam nutrisi disekresikan di dalam rizosfer, yang sangat dipengaruhi oleh 
berbagai faktor lingkungan di dalam tanah. Beberapa bakteri penyedia hara yang 
terdapat pada rizosfer akar disebut sebagai rizobakteri pemacu tanaman(Bashan & 
Holguin, 1998) 
Rizosfer merupakan daerah aktivitasbiologis dan kimia tanah, 
dipengaruhioleh senyawa yang dikeluarkanoleh akarsecara intensif dan merupakan 
makananbagi mikroorganisme tanah (Zare,et. al., 2011). 
Rizosfermerupakan zona dalam tanah tempat mikrobiadan akar tanaman 
hidup berinteraksi secaraefektif. (Repository IPB, 2010).Mikroorganisme dalam 
tanah khususnya pada sekitar perakarantanaman atau yang dikenal sebagairizosfer, 
merupakan mikroorganismeyang paling besar peranannya bagipertumbuhan 
tanaman.Mikroorganisme baik jamur ataupun bakteri yangberada pada zona 
perakaran (rizosfer) berperan dalam menguraikan bahanorganik, membantu 
pertumbuhan tanaman dan beberapa jenis mikroorganismelainnya diketahui dapat 
menekan perkembangan patogen tanaman (Murali et al.,2012). 
Menurut Hasanudin (2003), secara keseluruhan habitat hidup 
mikroorganismeyang banyak berperan di dalam pengendalian hayati adalah di dalam 
tanah, disekitar akar tumbuhan (rizosfer) atau di atas daun, batang, bunga, dan 
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buah(filosfer). Mikroba tanah akan berkumpul di dekat perakaran tanaman 
(rizosfer)yang menghasilkan eksudat akar dan serpihan tudung akar sebagai 
sumbermakanan mikroba tanah. Bila populasi mikroba di sekitar rizosfer 
didominasioleh mikroba yang menguntungkan tanaman, maka tanaman akan 
memperolehmanfaat yang besar dengan hadirnya mikroba tersebut (Lugtenberg 
&Kravchenko, 1999).Rhizobakteria merupakan bakteri yang hidupdi daerah 
perakaran (rizosfer) tanaman yangmemiliki kemampuan mengikat nitrogen bebasdi 
udara dan mereduksinya menjadi senyawaamonia (Dwijoseputro, 1998). 
Mikroorganisme rizosfer pada umumnya menguntungkan karena dapat 
dimanfaatkan sebagai agensia pengendali hayati yang bersifat 
antagonis.Mikroorganisme tersebut antara lain Rhizobiumsp., Azospirillum 
sp,.mikrobapelarut fosfat, Cytophaga sp., dan Trichoderma sp. (Gunarto, 2000). 
F. Tinjauan Umum Padi (Oryza sativa) 
Padi merupakan salah satu sumber makanan pokok di Indonesia. 
Kebutuhanakan beras semakin lama semakin meningkat namun kondisi pertanian di 
Indonesiasemakin lama semakin berkurang. Kendala-kendala yang dihadapi petani di 
Indonesiasangat banyak, salah satunya adalah penggunaan pupuk kimia yang 
semakin bertambahmenyebabkan kondisi lahan pertanian semakin kritis.Sebagai 
salah satu upaya peningkatan produktivitas tanaman padi adalahdengan melakukan 
intensifikasi di bidang pertanian.Intensifikasi pertanian dapatdilakukan dengan 
meningkatkan hasil panen tanpa harus memperluas lahan pertanian.Penggunaan 
pupuk bio organik adalah salah satu upaya intensifikasi pertanian sekaligusdapat 
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memperbaiki kondisi lahan pertanian yang semakin kritis. Selain hasilnya dapat 
meningkat juga dapat menjadikan lahan subur kembali dengan pengurangan 
penggunaan pupuk kimia (Puslitbang Tanaman Pangan, 2012).Konsumsi beras pada 
tahun 2010, 2015, dan 2020 diproyeksikan berturut-turut sebesar32,13 juta ton, 34,12 
juta ton dan35,97 juta ton. Jumlah penduduk padaketiga periode itu diperkirakan 
berturut-turut 235 juta, 249 juta dan263 juta jiwa (Desi dkk, 2013). 
Menurut Grist (1960), tanaman padi diklasifikasikan ke dalam division 
Spermatophytae dengan subdivisio Angiospermae, digolongkan ke dalam 
kelasMonocotyledonae, ordo Poales dengan famili Graminae dengan genus Oryza 
Linn dannama spesies Oryza sativa L. Pertumbuhan akar pada padi dimulai dari 
proses perkecambahan benih. Akary ang pertama muncul yaitu akar tunggang 
kemudian setelah 5-6 hari akan tumbuh akar serabut. Akar ini hanya dapat 
menembus lapisan tanah bagian atas/ lapisan olah tanah yaitu berkisar antara 10-12 
cm. Pada umur 30 hari setelah tanam, akar akan dapat menembus hingga kedalaman 
18 cm dan pada umur 50 hari akar sudah mulai dapat menembus lapisan tanah di 
bawahnya (sub soil) yaitu berkisar 25 cm (AaK, 1990). 
Peningkatan hormon IAA dan tingkat serapan hara dapat memacu khususnya 
pertumbuhan vegetatif tanaman. Pada tanaman jagung perlakuan pupuk hayati 
berperan dalam peningkatan tinggi, bobot kering tajuk, menekan persentase 
senesen/gugur daun, dan mampu memacu produksi biji (Wibowo, dkk., 2009). 
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Gambar 2.2 Padi (Oryza sativa L.) Sumber: (Slideshare.com) 
Tanaman padi dalam tata nama atau sistematika (taksonomi) tumbuh-
tumbuhan padi  diklasifikasi sebagai berikut: 
Kingdom : Plantae 
Divisi  : Spermatophyta 
Kelas  : Monocotyledoneae 
Ordo  : Poales 
Family  : Poaceae/Graminae 
Genus  : Oryza 
Spesies : Oryza sativa L. (Tjitrosoepomo, 2013). 
a. Sistem PerakaranPadi  
Fungsi akar padi antara lain  untuk menyerap zat makanan dan air, dan  
menopang tegaknya batang. Akar padi ada dua macam, yakni akar primer dan 
1 
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Keterangan: 
1. Akar 
2. Buah 
3. Biji 
4. Batang 
5. Daun 
4 
 5 
32 
 
 
 
seminal.Akar primer adalah akar yang tumbuh dari kecambah biji padi, sedangkan 
akar seminal adalah akar yang tumbuh dekat ruas batang. 
b. Batang  
Padi (Oryza sativa L.) termasuk golongan tumbuhan Graminae denganbatang 
yang tersusun dari beberapa ruas. Ruas-ruas ini merupakan bumbungkosong yang 
ditutup oleh buku dan panjang ruasnya tidak sama. Ruas terpendek terletak pada 
pangkal batang, ruas yang kedua dan seterusnya lebih panjangdari ruas-ruas yang 
paling bawah. ruas–ruas dan diantara ruas yang satudengan ruas yang lainnya 
dipisahkan oleh satu buku. Ruas batang padi didalamnya berongga dan bentuknya 
bulat, dari atas ke bawah ruas buku itusemakin pendek. Ruas yang terpendek terdapat 
di bagian bawah dari batang danruas–ruas ini praktis tidak dapat dibedakan sebagai 
ruas–ruas yang berdiri sendiriBatang padi berfungsi untuk menopang tanaman secara 
keseluruhan dan mendistribusikan zat makanan ke seluruh bagian tanaman. Berbeda 
dengan batang tanaman lain, batang padi memiliki rongga dan ruas. Di awal 
pertumbuhannya bentuk ruasnya  pendek dan bertumpuk. Ruas ini kemudian tumbuh 
lebih panjang dan berongga(De Datta and Yoshida 1981). 
c. Daun 
Pada buku bagian bawah dari ruas, tumbuh daunpelepah yang membalut ruas 
sampai buku bagian atas. Tepat pada buku bagianatas ujung daun pelepah 
meperlihatkan percabangan dimana cabang yangterpendek menjadi ligule (lidah) 
daun, dan bagian yang terpanjang dan terbesarmenjadi helaian daun. Daun pelepah 
itu menjadi ligule dan pada helaian daunterdapat dua embel sebelah kiri dan kanan 
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yang disebut auricular. Auricular danligule yang kadang-kadang berwarna hijau dan 
ungu dapat digunakan sebagaialatuntuk mendeterminasi dan identifikasi suatu 
varietas. Daun padi tumbuh pada ruas batang dengan susunan berselang seling. 
Adapun bagian pada daun padi terdiri atas pelepah daun, helai daun, telinga daun, 
dan lidah daun (Siregar, 1987). 
d. Malai 
Malai adalah butir gabah. Letaknya mulai dari ruas batang paling ujung sampai 
sampai ruas batang terakhir. Biasanya terdiri atas 8-10 ruas batang.Daun pelepah 
yang membalut ruas yang paling atas batang umumnya disebut sebagai 
daunbendera.Tepat dimana daun pelepah teratas menjadi ligule dan daun 
bendera,disitulah timbul ruas yang menjadi bulir padi (De Datta, 1981). 
e. Bunga 
Bunga padi tergolong jenis bunga berkelamin ganda, setiap bunga mempunyai 
enam benang sari yang bertangkai pendek dengan dua tangkai putik dan dua kepala 
putik.Bunga padi adalah bunga telanjang artinya mempunyai perhiasan 
bunga.Berkelamin dua jenis dengan bakal buah yang diatas.Jumlah benang sari ada 
6buah, tangkai sarinya pendek dan tipis, kepala sari besar serta mempunyai 
duakandung serbuk.Putik mempunyai dua tangkai putik dengan dua buah 
kepalaputik yang berbentuk malai dengan warna pada umumnya putih atau 
ungu.Pada dasar bunga terdapat ladicula (daun bunga yang telah berubah bentuknya) 
(Hanum, 2008). 
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f. Buah 
Ladicula berfungsi mengatur dalam pembuahan palea, pada waktu berbunga ia 
menghisap air dari bakal buah, sehingga mengembang.Pengembangan ini mendorong 
lemma dan palea terpisah dan terbuka (Grist 1975).Buah padi yang sehari-hari kita 
sebut biji padi atau bulir/gabah, sebenarnyabukan biji melainkan buah padi yang 
tertutup oleh lemma dan palea. Lemma dan palea serta bagian lain akan membentuk 
sekam atau kulit gabah, lemma selalu lebih besar dari palea dan menutupi hampir 2/3 
permukaan beras, sedangkan sisipalea tepat bertemu pada bagian sisi lemma. Gabah 
terdiri atas biji yangterbungkus sekam.Sekam terdiri atas gluma rudimenter dan 
sebagian dari tangkai gabah (pedicel) (Badan Litbang, 2009).Awal penyerbukan 
dimulai saat serbuk sari menempel pada kepala putik.Hasilnya berupa buah padi 
yang terdiri atas bagian luar yang disebut sekam dan bagian dalam disebut kariopsis 
atau yang dikenal dengan nama beras (Simanjuntak, 2005).  
Beras merupakan bahan pangan pokok bagi95% penduduk Indonesia (Swastika 
et al., 2007).Lajupertumbuhan penduduk Indonesia sebesar 1.49% per 
tahunmenyebabkan kebutuhan beras meningkat. Perubahan fungsilahan sawah 
menjadi lahan non pertanian akan mengurangiproduksi beras sehingga kebutuhan 
beras meningkat. Upayapeningkatan produktivitas padi sawah terus dilakukan 
untukmemenuhi kebutuhan beras dalam rangka menunjang targetpemerintah agar 
Indonesia mencapai surplus beras 10 jutaton tahun 2014 (Setyawati, 2012). 
Tanaman padi memiliki beragam varietas salah satunya varietas membramo 
yang tergolong benih varietas unggul. 
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G. Tinjauan Umum Jeneponto 
Kabupaten Jeneponto memiliki luas tercatat 749,79 km2 yang meliputi 11 
kecamatan.Kabupaten Jeneponto terletak antara 5° 16’13’’ - 5° 39’35” Lintang 
Selatan dan 12° 40’19” - 12° 7’31” Bujur Timur. Secara geografis, berbatasan 
dengan Kabupaten Gowa dan Takalar di sebelah Utara, Kabupaten Bantaeng di 
sebelah Timur, Kabupaten Takalar sebelah Barat dan Laut Flores di sebelah Selatan 
(BPS Kabupaten Jeneponto, 2018). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2.3. Peta Kabupaten Jeneponto (Modifikasi Azman, 2018). 
 
Berdasarkan jenis penggunaantanah (Land Use) makapenggunaan tanah terluas 
adalahtegalan/kebun yaitu tercatat 34.154,14 ha (45,56%),persawahan 20.014,08 ha 
(26,69%), hutan negara tercatat9.842,65 ha (13,12 %) (BPS Kabupaten Jeneponto, 
2018). Beberapa komoditas yangdominan dan mempunyai peluanguntuk 
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dikembangkan melalui;inovasi teknologi, kelembagaandan pemanfaatan sumberdaya 
lahanantara lain; padi, jagung, ubi kayu,kacang kedelai, dan buah-buahan (BPS 
Kabupaten Jeneponto, 2018). 
 
H. Hipotesis 
Adapun hipotesis pada penelitian ini adalah terdapat bakteri penghasil 
hormon IAA padarizosfer tanaman padi (Oryza sativaL.). 
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I. Kerangka Pikir 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 
INPUT 
 
Hormon adalah zat kimiawi yang bisa menggerakan tubuh 
sebagai respon agar stabilitas tubuh terjaga. Hormon dapat 
mengendalikan proses pertumbuhan, reproduksi, 
metabolisme, kekebalan, dan pola hidup manusia 
sekalipun. 
 
IAA atau asam indol asetat adalah hormon auksin yang 
pertama kali diisolasi. IAA atau asam indol asetat ini 
berasal dari asam amino triptofan. IAA atau asam indol 
asetat  sebagian besar disintesis di ujung batang, ujung 
tunas, daun muda, ujung akar, bunga, buah dan sel-sel 
kambium. 
 
Bakteri  penghasil hormon IAA asal tanaman padi 
(Oryza sativa L.). 
Tanaman padi adalah tanaman pangan yang kaya akan 
karbohidrat sebagai bahan pangan pokok. 
 
Rizosfer tanaman padi berpotensi menghasilkan 
bakteri penghasil IAA. 
PROSES 
 
 
Skrining bakteri penghasil hormon IAA: 
 Isolat terpilih ditumbuhkan pada media Nutrient 
Agar (NA) miring. 
 Bakteri penghasil hormon IAA dikultur 
menggunakan media Nutrient Broth (NB)  
 Bakteri penghasil hormon IAA tertinggi dideteksi 
dengan reagen salkowski 
Identifikasi bakteri penghasil hormon IAA: 
 Identifikasi molekuler bakteri penghasil 
IAAtertinggi 
  
 
Terdapat bakteri penghasil hormon IAA dari perakaran 
tanaman padi. 
 
OUTPUT 
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BAB III 
METODOLOGI PENELITIAN 
 
A. Jenis dan Lokasi Penelitian 
Penelitian ini merupakan jenis penelitian kualitatif eksploratif. Sedangkan 
lokasi penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Sains dan 
Teknologi Universitas Islam Negeri (UIN) Alauddin Makassar Samata-Gowa dan 
Laboratotium Molekuler Rumah Sakit Pendidikan Universitas Hasanuddin Makassar. 
B. Pendekatan Penelitian 
Penelitian ini merupakan penelitian kualitatif eksploratif. Dimana metode ini 
merupakan prosedur penelitian yangmengisolasi bakteri pada rizosfertanaman padi 
(Oryza sativaL.) untuk mengetahui jenis bakteri penghasil hormon IAA yang 
terdapat pada rhizosfer tanaman padi. 
C. Variabel Penelitian 
Penelitian ini terdiri dari dua variabel yaitu variabel bebas yaitu bakteri asal 
perakaran tanaman padi (Oryza sativa L.).Sedangkan Variabel terikat yaitu uji 
produksi hormon IAA oleh bakteri. 
 
D. Defenisi Operasional Variabel 
Adapun defenisi operasional variabel, antara lain: 
1. Skrining bakteri merupakan penapisan bakteri untuk mendeteksi adanya 
kemampuan bakteri menghasilkan senyawa kimia tertentu. 
     
       38 
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2. Identifikasi merupakan pengamatan karakteristik bakteri, bentuk,isi sel, organel 
sel serta susunan selnya. 
3. Hormon IAA (Indole Acetid Acid) merupakan salah satuhormon tumbuh yang 
berperan untuk memacupertumbuhan sepanjang sumbu longitudinal. IAA 
merupakan auksin yang berperan dalam pembelahan dan pembentangan sel. 
Indikator bakteri dapat menghasilkan hormon IAA dapat dilihat dengan adanya 
perubahan media dari bening menjadi merah muda. 
4. Bakteri penghasil IAA merupakan bakteri yang berasal dari bagian tanaman padi 
salah satunya rizosfer. 
 
E. Instrumen Penelitian (Alat dan Bahan) 
Adapun instrumen penelitian (alat dan bahan) yang digunakan sebagai 
berikut: 
1. Alat 
Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah LAF (Laminar Air Flow), 
autoklaf, oven, cawan petri, jarum ose, bunsen, pengaduk kaca, pipet tetes, 
inkubator,tabung mikrosentrifuge 1 ml, spin column,collection tube, aluminium foil 
(alfol), mikroskop, gelas ukur, tabung reaksi, inkubator shaker, spektrofotometer UV-
VisGenesys, sentrifuge dingin dan tabung sentrifuge, kaca preparat, neraca analitik, 
mikropipet dan tip, hotplate dan magnetik stirrer, lemari es, sendok, botol vial,glass 
beads, labu erlenmeyer, gelas kimia,gelas objek, korek api, kapas, water bath, vortex, 
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pH indikator, tabung PCR, mesin PCR, spatula, spidol marker, satu set alat 
elektroforesis, komputer, Parafilm (Sigma, Cat. No. 7543). 
2. Bahan 
Bahan yang digunakan adalah bakteririzosfertanaman padi (Oryza sativa dari 
hasil penelitian sebelumnyamedia Nutrient Agar(NA), media Nutrient Broth (NB)4 mL 
reagen Salkowski (150 mL H2SO4 pekat; 7,5 mL FeCl3.6H2O 0,5 M  dan 250 mL 
akuades steril)yang berfungsi untuk melihat ada atau tidaknya kolesterol pada bakteri 
penghasil hormon IAA,hasil positif ditandai dengan timbulnya warna merah atau merah 
muda, 50 mL kultur bakteri, 2 mL supernatan, aquadest,  medium pewarnaan gram 
(alkohol 96%, kristal violet, Iodium, Safranin), 200 µl PBS (Phospat Buffer Saline), 20 
µl Proteinase K, ethanol absolut (96%), 400 µl buffer W1, 600 µl buffer GSB (Geneid), 
wash buffer (Geneid), 100 µl Elution buffer, agarose (BioRad), 100 µl Tris borate EDTA 
(100 g Tris base,27,5 g asam borat, 20 ml 0.5 M EDTA pH 8.0 2gr agarose (BioRad), 1 
liter air, 1µl ethidium bromida (0.2 µg/ml), larutan TBE 0.5%. 
 
F. Prosedur Kerja 
1. Sterilisasi Alat  
Peralatan yang akan digunakan dicuci dengan deterjen hingga bersih lalu 
dibilas menggunakan air suling. Sterilisasi panas kering (menggunakan oven)dengan 
menyiapkan semua alat yang terbuat dari kaca yangakan disterilkan, 
membungkusnya dengan menggunakan kertas, kemudian memasukkan ke dalam 
oven pada suhu 180
o
C selama 2 jam. Mensterilkan peralatan yang terbuat dari logam 
dengan cara pemijaran menggunakan lampu spiritus. Mensterilkan peralatan yang 
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terbuat dari plastik dengan autoklaf (sterilisasi uap) dengan mengisi air ke dalam 
autoklaf hingga dasar yang berlubang, lalu memasukkan alat yang akan disterilkan, 
menutup sekrup autoklaf dengan rapat. Meletakkan autoklaf di atas tungku kompor 
gas kemudian menyalakannya hingga suhu mencapai 121
o
C dengan tekanan 2 atm 
selama 15 menit. Mematikan kompor gas. Setelah sterilisasi selesai, menunggu 
autoklaf hingga dingin sebelum membukanya. 
2. Pemurnian isolat bakteri terpilih  
Sebanyak 8 koloni isolat bakteri terpilih dari penelitian sebelumnya 
diremajakan diambil dari media NA pada cawan kemudian digoreskan satu ose pada 
media NA miring dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37
o
C.  
3. Skrining bakteri penghasil hormon IAA 
Isolat bakteri dari rizozfertanaman padi yang terpilih dikultur ke dalam 
medium NB (Nutrient Broth) kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 48 
jam(A’ini, 2013).Kultur kemudian disentrifugasi selama 30 menit dengan kecepatan 
4500 rpm suhu 4˚C.2mL supernatan yang diperoleh dicampur dengan reagen 
Salkowski dan diinkubasi selama 30 menit pada suhu ruang. Deteksi IAA dilihat 
dengan perubahan warna bening menjadi merah muda  konsentrasi IAA diukur 
dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 520 nm dan dibuatkan kurva 
standar IAA.Berdasarkan metode Patten dan Glick (2002). Waktu inkubasi 48 jam 
dipilih karena IAA yang dihasilkan oleh isolat paling tinggi pada tahap tersebut yakni 
tahap akhir logaritmik dan kandungan enzim-enzim yang digunakan dalam 
biokonversi triptofan menjadi IAA seperti triptofan monooksigenase, IAM hidrolase, 
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indol-piruvat dekarboksilase dan IAA dehidrogenase yang dihasilkan cukup banyak 
dan aktif sejalan dengan laju pertumbuhan. Selanjutnya dibandingkan dengan kurva 
standar IAA (Khairani, 2009). 
4. Indentifikasi morfologi secara makroskopik 
Menginokulasikan koloni bakteri dengan teknik menggoreskan garis  
tunggaldi atas permukaan medium NA miring dan metode kuadran pada NA dalam 
cawan petri, kemudian menginkubasi pada suhu 28
o
C selama 24-48 jam. Pengamatan 
makroskopik pada medium NA miring yaitu pigmentasi dan bentuk pertumbuhan 
gores tunggal. Pengamatan makroskopik pada medium NA dalam cawan yaitu 
pigmentasi, bentuk koloni, tepi koloni dan elevasi.Menggunakan media Nutrient 
Agar (NA), karena media ini pada umumnya sering di gunakan untuk membiakkan 
mikroorganisme yang tidak selektif atau heterotrof(Sukmawaty dan Sari, 2013). 
5. Identifikasi morfologi Secara mikroskopik 
Pada tahap ini menggunakan metode pewarnaan gram dengan 
membersihkan gelas objek dengan alkohol 96% kemudian difiksasi di atas lampu 
spiritus, selanjutnya mengambil isolat aktif secara aseptik dan diletakkan di atas 
gelas objek lalu diratakan. Kemudian memfiksasi kembali di atas lampu spiritus. 
Setelah dingin meneteskan cat Gram A (Kristal violet) 2-3 tetes selama 1 menit, 
kemudian mencuci dengan Gram B ( LugolIodium) selama 1 menit, mencuci dengan 
air mengalir dan mengeringkan di udara atau diangin-anginkan. Kemudian ditetesi 
dengan Gram C (Alkohol 96%) selama 30 detik, lalu dicuci dengan air mengalir dan 
dikeringkan di udara.Tahap terakhir meneteskan Gram D (Safranin) selama 45 detik, 
43 
 
 
 
lalu mencucinya dengan air mengalir dan menghilangkan kelebihan air dengan kertas 
serap.Pengamatan ini dilakukan dengan melihat bentuk dan warna sel di bawah 
mikroskop dengan pembesaran 1000x.(Sukmawaty dan Sari, 2013). 
6. Identifikasi Molekuler Isolat Bakteri penghasil hormon IAA 
Identifikasi bakteri bakteri penghasill hormon IAA dideterminasi dengan 
menggunakan sekuen 16S-rRNA. Analisis cluster pada sekuens tersebutdilakukan 
dengan program BLAST (Basic Local Aligmnet Search Tool) dariNCBI (National 
Center for Biotechnologhy Information) dan pohon filogenetikdikonstruksi dengan 
program Treecon (Peer and watcher, 1993) dalam Natsir(2010). Gen 16S-rRNA 
dianalisis secara lengkap di 1st Base Malaysia. Adapunlangkah-langkah analisis gen 
16S-rRNA dilakukan sebagai berikut :  
a. Ekstraksi DNA 
Ekstraksi DNA pada dasarnya merupakan serangkaian proses pemisahan 
DNA dari komponen–komponen sel lainnya. Pada ekstraksi DNA ini metode yang 
digunakan adalah metode ekstraksi DNA Kit (Geneaid DNA Purification 
Kit).Ekstraksi DNA pada organisme eukariot dilakukan melalui proses preparasi 
sampel (sample preparation), melisiskan sel (cell lysis), DNA binding, pencucian 
(wash) dan elution. 
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Langkah-langkah ekstraksi DNA adalah sebagai berikut: 
1. Preparasi Sampel 
Sampel bakteri penghasil IAA dimasukkan ke dalam tabungmikrocentrifuge 
1,5 ml steril yang telah berisi 200μl PBS (PhospatBuffer Saline) Homogenkandengan 
cara pipetting, lalu centrifuge sampel kemudian mengambil pelet.  
2. Cell lisys (Melisiskan sel) 
Masukkan Carrier RNA ke tabung mikrocentrifuge sebanyak 0.6 µl. 
Tambahkan 200 µl Buffer S2 ke dalam tabung mikrocentrifuge sebanyak 500 µl, lalu 
vortex. Tambahkan proteinase K sebanyak 200 µl lalu vortex. Inkubasi selama 10 
menit. Tambahkan 200 µl GSB buffer lalu vortex, inkubasi selama 10 menit. 
3. DNA Binding 
Tambahkan ethanol 200 µl lalu vortex selama 10 detik. Memindahkan semua 
campuran tersebut ke dalam GD Column (spin column), sentrifugasi pada 13.000 
Rpm selama 1 menit. Buang collection tube yang berada di bawah spin column dan 
mengganti dengan collection tube yang baru. 
4. Wash (Pencucian) 
Tambahkan 400μl buffer W1 lalu sentrifuge selama  1 menit  dengan 
kecepatan yang sama kemudian buang cairan yang ada padacollection 
tube.Tambahkan 600μl wash buffer (Geneid) sentifugeselama 1 menit, lalu buang 
cairan pada collection tube dan sentrifuge kembali selama 3 menit. Buang collection 
tube dan letakkanmikrocentrifuge steril pada bagian bawah spin column. 
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5. Elution 
Selanjutnya tambahkan 100 μl Elution buffer diamkan selam 3 menit 
kemuadian sentrifuge dengan kecepatan yang sama selama 1 menit. Cairan yang 
mengandung DNA yang tertampung pada tabung mikrocentrifuge disimpan pada 
suhu -4
o
C untuk digunakan sebagai template PCR. 
b. Amplifikasi PCR (Polimerase Chain Reaction) 
Menurut (Hiroaki, 2009).Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan 
suatu proses sintesis enzimatik untuk melipat gandakan sekuens nukleotida tertentu 
secara in vitro(di dalam tabung). Prosesnya meliputi 3 tahap, yaitu denaturasi, 
annealing dan extention.Prosedur ini dikerjakan pada sampel DNA yang telah 
diisolasi, ekstrak DNA dari sampel dan aquadest sebagai kontrol negatif. "PCR mix" 
dimasukkan ke dalam tabung PCR . Komposisi primer mix sebagai berikut: 
Reaksi (μl) 
Enzym KAPA ready mix 25 
MgCl 2 
Fordward primer 1 
Reverse primer 1 
DNA template 5 
Nuclease free water 16 
Total premix 50 
 
Tabel 3.1.Komposisi Primer Mix 
Amplifikasi dilakukan dengan menggunakan mesin PCR (DNA 
thermalCycler). Untuk amplifikasi PCR, tahap awal denaturasi pada suhu 95ºC 
selama 15menit, selanjutnya 94 ºC selama 1 menit, annealing pada suhu 55ºC selama 
30 detik, ekstensi 72 ºC selama 1 menit sebanyak 40 siklus dilanjutkan dengan 
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ekstensi akhir suhu 72 ºC selama 5 menit dan 12 ºC ± 30 menit untuk penyimpanan. 
Jenis primer yang digunakan adalah primer universal dengan urutan squens U1 
5’CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3’ dan U2  
5’ATCGG(C/T)TACCTTGTTACGACTTC-3’ (Jang-Jih Lu, 2003). 
c. Pembuatan gel agarose2% 
Agarosa dibuat dengan melarutkan 2 g agarose (BioRad) dalam 100 ml 
10x Tris borate EDTA (100 g Tris base, 27.5 g asam borat, 20 ml 0.5 M EDTA pH 
8.0 dalam 1 liter air). Kemudian dipanaskan sampai mendidih dan larut. Selanjutnya 
ditambahkan 1 μl ethidium bromida (0.2 μg/ml) dan  dimasukkan dalam pencetak gel 
yang telah dipasangi sisir. Tunggu gel agarosa memadat (sekitar 30 menit). 
d. Elektroforesis 
Gel agaorse selanjutnya dimasukkan ke dalam tank elektroforesis yang 
berisi larutan TBE 0.5%. Lalu masukkan DNA sampel yang telah dicampur dengan 
cairan "loading dye" ke dalam sumur sebagai pemberat dengan  perbandingan 2:1, 
kemudian dimasukkan marker 100bp setelah keseluruhan sampel dimasukkan. 
Elektroda dihubungkan dengan power supply kemudian dinyalakan selama 1 jam (60 
menit) tegangan 100 volt. Setelah itu, alat elektroforesis dimatikan kemudian gel dari 
alat tersebut diambil.Lalu gel dipindahkan kedalam UV transiluminator kemudian 
diamati hasilnya pada komputer. 
e. Analisis Data Sekuensing 
Sekuensing (DNA Sequencing) merupakan metode yang digunakan 
untukmenentukan urutan nukleotida aguanin(A), sitosin(C), guanin(G), timin(T) 
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pada molekul DNA.Analisis data sekuensing dilakukan dengan menggunakan 
program software DNA star. Untuk analisa sequence alignment, dilakukan dengan 
membandingkan sekuens yang diperoleh (query) dengan yang telah ada pada Gene 
Bank dengan database searches NCBI internet site (http//www.ncbi.nlm.nih.gov) 
menggunakan BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Ukuran fragmen hasil 
amplifikasi PCR ditentukan dengan cara dibandingkan antara posisi ukuran penanda 
DNA (Marker) dengan ukuran fragmen sampel. Hasil positif ditunjukkan dengan 
adanya band pada ukuran 996 bp (Basri, 2016). 
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BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
A. Hasil Penelitian 
1. Skrining bakteri penghasil hormon IAA sampel rizosfer tanaman padi 
(Oryza sativa L.) 
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, isolat bakteri yang 
digunakan pada penelitian ini adalah isolat hasil penelitian sebelumnya yang telah 
mendapatkan 8 isolat bakteri penambat nitrogendi rizosfer padi.Kedelapan isolat 
tersebut selanjutnya diuji kemampuannya dalam menghasilkan hormon IAA. Adapun 
morfologi kedelapan isolat tersebut dapat dilihat pada tabel 4.1sebagai berikut: 
Tabel 4.1. Pengamatan makroskopik isolat terpilih penghasil hormon IAA 
Kode 
Isolat 
Ukuran Karakterist
ik Optik 
Bentuk Elevasi Permukaa
n 
(Kerak 
optik) 
    Margin 
K1 Kecil Opaque 
 
Spindle Raised Halus 
mengkilap 
    Entire 
K4 Sedang Opaque Spindle Raised Halus 
mengkilap 
    Entire 
K7 Besar Translucent Spindle Flat Halus 
mengkilap 
  Undulate 
K9 Besar Translucent Rhizoid Flat Halus 
mengkilap 
    Rhizoid 
K10 Sedang Opaque Filamentous Flat Halus 
mengkilap 
Filamentous 
K12 Besar Transparant Spindle Flat Halus 
mengkilap 
   Undulate 
K14 Titik Opaque Spindle  Raised Halus Entire 
          48 
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mengkilap 
K16 Sedang Opaque Irreguler  Raised Halus 
mengkilap 
  Undulate 
Keterangan: 
Opaque : Tidak dapat ditembus cahaya 
Transparant : Dapat ditembus cahaya sebagian 
Spindle : Kumparan 
Undulate  : Berombak-ombak 
Circular : Bundar  
Entire  : Seluruh 
Raised  : Dibesarkan  
Setelah dilakukan pengamatan makroskopik maka dilakukan pengamatan 
mikroskopik dengan metode pewarnaan gram dan disajikan dalam tabel 4.2 sebagai 
berikut: 
Tabel 4.2. Pengamatan mikroskopik isolat terpilih penghasil hormon IAA 
Kode Isolat  
Warna 
Ciri sel 
Bentuk 
 
Gram 
K1 Merah muda Basil Negatif 
K4 Merah muda Basil Negatif 
K7 Merah muda Basil Negatif 
K9 Ungu Basil Positif 
K10 Merah muda Basil Negatif 
K12 Merah muda Basil Negatif 
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K14 Merah muda Basil Negatif 
K16 Merah muda Basil Negatif 
 
Untuk mengetahui kemampuan bakteririzosfer tanaman padidalam 
menghasilkan hormon IAA maka dilakukan uji menggunakan media Nutrient Broth 
(NB) dan reagen salkowski.Hasil bakteri penghasil IAA diidentifikasi dengan 
melihat perubahan warna dari bening menjadi merah muda.Kemudian untuk 
mengetahui konsentrasi IAA yang dihasilkan dilakukan pengukuran dengan 
spektrofotometer dan dibandingkan dengan kurva standar IAA. Konsentrasi IAA 
yang dihasilkan dapat dilihat pada tabel 4.3 sebagai berikut: 
Tabel 4.3 Pengukuran produksi hormon IAA isolat terpilih penghasil hormon IAA 
Kode 
Isolat 
Produksi 
IAA (ppm) 
K1 0.136 
K4 0.203 
K7 0.295 
K9 0.304 
K10 0.201 
K12 0.200 
K14 0.184 
K16 0.178 
 
2. Identifikasi molekuler isolat bakteri terpilih penghasil hormon IAA 
tertinggi. 
Isolat bakteri yang dipilih untuk dilakukan identifikasi molekuler yaitu isolat 
yang menghasilkan IAA tertinggi.Isolat tersebut adalah K7 dan K9 dengan 
konsentrasi IAA berturut-turut yaitu 0,295 ppm dan 0,304 ppm. 
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 Setelah dilakukan uji molekuler, berdasarkan hasil elektroforesis diketahui 
panjang fragmen DNA menggunakan marker 1kb  isolat K7 dan K9 terletak pada 996 
bp.   
1. Sampel kode isolat K7  dengan panjang kueri 977: 
 
CGGANNCTGGGCGTAAGCGTGCGTAGGTGGTCGTTTAAGTCCGTTGTGAA
AGCCCTGGGCTCAACCTGGGAACTGCAGTGGATACTGGGCGACTAGAATG
TGGTAGAGGGTAGCGGAATTCCTGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATC
AGGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACATTGACACTG
AGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGTATC
GAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGA
AACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTT
AATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCGAGAACT
TTCCAGAGATGGATGGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTGCTGCATG
GCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCTAAGGAG
ACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCAT
GGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTACTACAATGGTAGGGACAGAGGG
CTGCAAGCCGGCGACGGTAAGCCAATCCCAGAAACCCTATCTCAGTCCGG
ATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAG
ATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT
CACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGCAGGTAGCTTAACCTTCGGGA
GGGCGCTTGCCACGGTGTGGCCGATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAGGGT
ACAAAAAAG 
 
2. Sampel kode isolat K9 dengan panjang kueri 967 
 
TGCGGATTATTGGGCGTAAGGGCTCGCACGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGA
GTGCAGAGTAGGAGATAGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG
ATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACG
CTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT
CCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGT
GCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGAC
TGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTG
GTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTG
ACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTG
CATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG
AGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTG
ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATG
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CCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGC
TGCAAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCATAAATCTGTTCTCAGTTCGGAT
CGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGA
TCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGGCCTTGTACACACCGCCCGT
CACACCACGAGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGG
AGCCGCCGCCCAAAGGNGGGGCAGATGATTGAGGTGAAGTCGTAACAAG
GTACCCGGAAAATAAA 
 
Berdasarkan hasil sekuen gen DNA K7 dan K9 tersebut selanjutnya dianalisis 
pada program Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) di NCBI. Hasil sampel 
tersebut dapat dlilihat pada tabel 4.4 sebagai berikut: 
Tabel 4.4 Hasil analisis BLAST isolat K7 dan K9  
Kode 
isolat 
Spesies Max 
score 
Total 
score 
Query 
Cover  
Ident (Kemiripan) 
 
K7 
Stenotrophomonas 
maltophilia strain 
FDAARGOS 325  
1731 6925 96% 99% 
K9 Bacillus safensis strain 
U-17 1 
1690 15176 97% 99% 
 
B. Pembahasan  
 Berdasarkan hasil penelitian Anugrah (2018) menyatakan bakteri penghasil 
Nitrogen bebas memiliki ciri-ciri basil gram negatif termasuk jenis bakteriseperti  
penambat nitrogen non simbiotikyang juga mampu menghasilkan hormon IAA. 
Berdasarkan identifikasi mikroskopik dengan metode pewarnaan gram maka isolat 
K1, K4, K7, K10, K12, K14 dan K16 teridentifikasi bakteri gram negatif, sedangkan 
isolat K9 teridentifikasi bakteri gram positif. 
Penelitian ini mengisolasi bakteri pada media NA dari hasil pengenceran 10
-1 
sampai 10
-7 dan diinkubasi pada inkubator suhu 37˚C selama 24 jam.Isolat-isolat 
yang tumbuh kemudian dilakukan uji makroskopik di mana ciri sel yang didapatkan 
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berukuran kecil, sedang dan besar.Memiliki bentuk Spindle, Raised dan Flat, tepian 
Entire,Undulate, Rhizoid Filamentous. 
Selanjutnya bakteri dipindahkan pada media NA miring, yang kemudian 
diinkubasi pada inkubator menggunakan suhu 37˚C selama 24 jam untuk dijadikan 
stok isolat murni pada uji deteksi IAA. 
Isolat bakteri yang didapatkan yaitu K1, K4, K7, K9, K10, K12, K14 dan 
K16 selanjutnya  dikultur dalam media NB, kemudian diuji menggunakan 
spektrofotomter untuk melihat kadar IAA pada semua isolat. Produksi  IAA pada 
masing-masing isolat K1, K4, K7, K9, K10, K12, K14 dan K16. Terlihat bahwa 
produksi IAA pada isolat K1, K4, K10, K12 dan K16 menghasilkan hanya sedikit 
IAA terlihat pada warnanya yang berwarna merah muda pudar.  Isolat-isolat tersebut 
kemudian dilakukan pewarnaan gram dan didapatkan karakteristik optik basil, warna 
ungu dan merah muda, hampir seluruhnya gram negatif . 
Pemilihan terhadap2 isolat bakteri yang menghasilkan hormon IAA tertinggi 
asal rizosfer tanaman padi yaitu sampel K7 (0.295 ppm) dan K9 (0.304 ppm).Hal 
tersebut karena adanya perubahan warna pada media dari bening menjadi merah 
muda berdasarkan metode Pattern dan Glick (2002).Menurut Widyawati, (2008). 
Produksi IAA setiap bakteri berbeda-beda dikarenakan adanya perbedaan jalur atau  
mekanisme dalam menghasilkan IAA. Menurut Kawaguhci dan Syono (1996) 
biosintesis IAA oleh prokariotik bisa terjadi melalui dua jalur yaitu Indole-
3Acetamide Pathway (IAM) dan Indole-3-Pyruvate Pathway (IPyA), teori tersebut 
juga menurut Speapen dan Vanderleyden (2010).Selain itu, kedua isolat bakteri 
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dipilih berdasarkan tingkat produksi IAA tertinggi serta kepekatan warna setelah 
diinkubasi selama 48 jam. 
Produksi IAA diukur dengan metode kolorimetri yang mengindikasikan 
adanya IAA dari tingkatan kepekatan warna yang terbentuk karena adanya cincin 
indol (Lindow et al. 1998).Cincin indol terbentuk setelah supernatan isolat K7 dan 
K9 direaksikan dengan reagen Salkowski yang menandakan bahwa isolat tersebut 
mampu menghasilkan IAA yang tinggi.Salkowski merupakan reagen pewarna yang 
dapat digunakan untuk menguji senyawa indol dan turunannya. Reagen Salkowski 
akan mengoksidasi senyawa indol dan turunannya. Data mengenai kurva tumbuh 
serta konsentrasi IAA yang diperoleh dalam penelitian dapat digunakan sebagai data 
awal sebelum isolat digunakan sebagai formulasi pupuk hayati. 
Menurut Dommergues dan Magnetok (1970), bakteri pemacu tumbuh dapat 
bereaksi secara langsung terhadap tanaman dengan menghasilkan fitohormon, 
vitamin, atau molekul organik yang mudah diserap akar atau secara tidak langsung 
melalui ameliorasi nutrisi mineral dengan cara pelarutan dan mineralisasi unsur hara 
tertentu. Bakteri dalam tanah tersebut dapat menempel pada akar kecambah, 
kemudian memanfaatkan eksudat akar berupa triptofan untuk menghasilkan hormon 
IAA.Senyawa IAA yang dihasilkan bakteri tersebut dapat digunakan kembali oleh 
tanaman sebagai pemacu tumbuh.Aplikasi bakteri IAA yang telah ditemukan ini 
dapat dicampur dengan tanah gambut untuk menanam benih tanaman.Diperolehnya 
isolat bakteri penghasil IAA memberikan keuntungan bagi industri khusunya bidang 
pertanian. 
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Populasi mikroba di daerah rizosfertanaman padi merupakan faktor yang 
sangat penting dalam proses pembentukan bintil akar(nodulasi) sehingga dapat 
mempengaruhi produktivitas tanaman yang dibudidayakan (Bagus, dkk., 2017). 
Untuk mengetahui lebih lanjut spesies bakteri penghasil IAA tertinggi maka 
dilakukan uji molekuler terhadap isolat K7 dan K9. 
Identifikasi molekuler tehadap 2 isolat yang mampu menghasilkan IAA 
tertinggi yaitu K7 dan K9 dengan teknik PCR (Polymerase Chain Reaction) dipilih 
karena prosesnya yang lebih cepat dengan tingkat sensitivitas dan spesifisitas yang 
tinggi, yaitu dengan analisis sekuensing gen 16S rRNA (16S ribosomal Ribonucleic 
acid/Asam ribonukleat pengkode ribosom 16S, S menyatakan Svedberg, yaitu satuan 
ukuran ribosom), namun menurut konsensus dari American Society for Microbiology 
(ASM), istilah 16S rRNA dinilai lebih tepat1,2.pemilihan gen 16S r DNA sebagai 
target sekuensing gen pengkode rRNA adalah gen yang mampu mempertahankan 
kelestariannya selama jutaan tahun keanekaragaman evolusi. Dalam proses 
identifikasi molekuler mikroorganisme, terdapat 3 proses utama yang paling dasar 
yaitu ekstraksi DNA, amplifikasi PCR, dan elektroforesis serta tahap 
sekuensing.Sebagian besar prokariot memiliki 3 jenis rRNA, yaitu 5S, 16S dan 23S. 
 Dari hasil penelitian pada isolat K7 didapatkan hasil dengan spesies 
Stenotrophomonas maltophiliayang memiliki hasil elektroforesis terletak pada 996 
bp. dengan panjang kueri 976. 
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1. Spesies pada isolat K7  
Setelah dilakukan analisis BLAST pada web NCBI 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) maka diperoleh bakteri spesies 
Stenotrophomonas malthopilia strain FDAARGOS 325 complete genom artinya 
genom bakteri tersebut komplit yang berarti juga kromosomnya komplit karena 
genom merupakan kumpulan beberapa kromosom pada organisme seperti bakteri. 
Bakteri ini memiliki max score 1731, Total score 6925, Query cover 96% dan Ident 
99%.  Menurut Beneduzi, et.al., (2013) konsentrasi IAA yang dihasilkan berbeda-
beda walaupun isolat termasuk ke dalam genus yang sama. Selain itu genus bakteri 
Stenotrophomonas walaupun termasuk ke dalam satu genus yang sama akan tetapi 
kemampuan dalam memproduksi IAA berbeda-beda pada medium kultur cair.   
Strenotrophomonas adalah jenis bakteri aerobik non-fermentatif, non-
sporulating, berbentuk basil gram negatifberukuran antara 0,5 – 1,5 μm(Denton dan 
Kerr1998) dan motil, bakteri ini banyak ditemukan pada lingkungan perairan, tanah 
dan tanaman (Fawzya, dkk., 2009). Selain itu, selulosa dari Stenotrophomonas 
malthopiliamemiliki kemampuan untuk mendegradasi bahan limbah agro yang 
kompleks menjadi bentuk yang lebih sederhana.Ini menunjukkan aplikasi potensial 
dalam biofuel, makanan, industri tekstil dan pengolahan limbah.Stenotrophomonas 
maltophilia merupakan bakteri yang sering ditemukan pada rhizosphere atau di tanah 
sekitar akar tanaman. Bakteri ini dapat ditemukan secara luas di lingkungan alami 
(Pages, et.al., 2008). Menurut (Yosmaniar, dkk., 2017), bakteri Stenotrophomonas 
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malthopilia juga berperan sebagai kandidat probiotik pengendali senyawa nitrogen 
yang termasuk dalam kelompok nitrifikasi. 
Adapun klasifikasi bakteri Stenotrophomonas malthophilia adalah sebagai 
berikut: 
Kingdom : Bacteria  
Filum  : Proteobacteria 
Kelas  : Gammaprotobacteria 
Ordo  : Xanthomonadales 
Famili  : Xanthomonaceae 
Genus  : Stenotrophomonas 
Spesies : Stenotrophomonas malthophilia(Palleroni, et.al., 1993). 
 Dari hasil penelitiandidapatkan bakteri isolat K9 dengan spesies Bacillus 
safensisdengan panjang kueri 977 yang memiliki hasil elektroforesis terletak pada 
996 bp 
2. Spesies pada isolat K9 
Setelah dilakukan analisis BLAST pada website NCBI 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  maka diperoleh bakteri spesiesBacillus 
safensis strain U17-1 complete genom artinya genom bakteri tersebut lengkap yang 
berarti juga kromosomnya lengkap karena genom merupakan kumpulan beberapa 
kromosom pada organisme seperti bakteri. Bakteri ini memiliki max score 160, total 
score 15176, query cover 97% dan ident 99%.  
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Adapun klasifikasi bakteri Bacillus safensis adalah sebagai berikut: 
Kingdom  : Procaryotae 
Filum  : Bacteria 
Kelas   : Schizomycetes 
Ordo  : Eubacteriales 
Famili  : Bacillaceae 
Genus  : Bacillus 
Jenis   : Bacillus safensis (Tirumalai, et.al., 2018). 
Marga Bacillus merupakan bakteri yang berbentuk batang dapat dijumpai di 
tanah dan air termasuk pada air laut.Beberapa jenis penhasil enzim ekstraseluler yang 
dapat menghidrolisis protein dan polisakarida kompleks. Bacillus membentuk 
endospora, merupakan gram positif, bergerak dengan adanya flagel peritrikus, dapat 
bersifat aerobik atau fakultatif anaerobik serta bersifat katalase positif (Pelczar, et.al., 
1976).Dua sifat utama yang membedakan Bacillus dari bakteri pembentuk endospora 
lainnya adalah kemampuan Bacillus untuk hidup aerob (walaupun beberapa bersifat 
fakultatif anaerob) dan mayoritas jenisnya memproduksi katalase (bersifat katalase 
positif) (Doi & Mc Gloughlin, 1992). Marga Bacillus mampu tumbuh pada 
temperatur 10-50°C, merupakan saprofit ringan yang tak berbahaya, mudah tumbuh 
dalam kerapatan tinggi dan mampu membentuk endospora yang tahan panas 
(Salle,1984). 
 Menurut Satomi, et.al., (2006) dan Kohari, et.al., (2013). Bacillus safensis 
merupakan bakteri berbentuk batang dan termasuk bakteri gram positif.Bacillus 
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safensis bersifat motil dan mampu membentuk endospora.Bacillus safensis mampu 
menghidrolisis pati dan termasuk dalam kelompok bakteri katalase positif.Bacillus 
safensis mampu menghasilkan asam pada medium tertentu. Menurut Kothari el.al., 
(2013) Bacillus safensis merupakan kelompok bakteri yang berpotensi sebagai PGPR 
dan kuat menghasilkan fitohormon IAA. 
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BAB V 
PENUTUP 
 
 
A. Kesimpulan 
Adapun kesimpulan pada penelitian ini adalah sebagai berikut: 
1. Sebanyak delapan isolat bakteri  daerah perakaran tanaman padi (Oryza sativa 
L.) terpilihyang mampu menghasilkan hormon IAA yaitu isolat K1, K4, K7, K9, 
K10, 12, 14 dan K16. 
2. Jenis bakteri  daerah perakaran tanaman padi (Oryza sativa L.) yang didapatkan 
mampu menghasilkan hormon IAA  tertinggi terdapat pada dua isolat terpilih 
yaitu isolat K7 teridentifikasi sebagai spesies Stenotrophomonas malthophilia 
strain FDAARGOS 92 dan isolat K9 teridentifikasi sebagai spesies Bacillus 
safensis strain U17-1.  
 
B. Saran 
Adapun saran pada penelitian ini adalah sebagai berikut: 
1. Sebaiknya dilakukan aplikasi bakteri sebagai biofertilizer dari hasil isolat yang 
didapatkan. 
2. Saran untuk penelitian selanjutnya sebaiknya menambah sampel dengan 
menggunakan  lokasi daerah  yang berbeda agar dapat dijadikan perbandingan 
penelitian. 
            
          60 
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Lampiran 1. Bagan sterilisasi alat 
 
Lampiran 2. Bagan pembuatan media NA miring 
 
Menyiapkan alat  berupa labu erlenmeyer, gelas ukur, tabung reaksi, batang 
pengaduk, gelas kimia dan tabung reaksi.  
Mencuci alat-alat tersebut lalu dikeringkan kemudian semua alat dibungkus 
menggunakan kertas bekas kemudian dimasukkan ke dalam oven disterilisasi suhu 
180ºC selama 2 jam. Setelah alat steril maka siap untuk digunakan. 
Media NA ditimbang dengan neraca analitik sebanyak 5 gr, media lalu dilarutkan 
dengan aquadest ke dalam erlenmeyer 250 mL. Kemudian dimasukkan ke dalam 
autoklaf suhu 121ºC selama 15 menit. Disiapkan tabung reaksi, rak tabung dan 
mikropipet 
Dimasukkan media NA ke dalam LAF yang telah di UV selama 1 jam. Lalu UV 
alat dan bahan di dalam LAF selama 15 menit. Kemudian pindahkan ke dalam 
tabung reaksi secara aseptis sebanyak 10 mL menggunakan mikropipet. Miringkan 
tabung reaksi dan tunggu sampai media padat. 
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Lampiran 3. Bagan peremajaan isolat bakteri 
 
Hasil peremajaan isolat bakteri 
Kode Isolat Koloni Bakteri 
K1  
 
 
 
 
 
 
 
 
Menyiapkan media NA miring yang telah disterilkan, tabung reaski, mikropipet dan 
jarum inokulum (ose). 
Media NA miring yang telah steril dimasukkan ke dalam LAF yang telah di  UV 
selama 1 jam. Kemudian alat dan bahan di UV selama 15 menit. 
Menyiapkan isolat kemudian diambil satu ose dengan metode aseptis lalu goreskan 
ke media dengan NA miring metode goresan sinambung pada tabung reaksi.  
Kemudian diinkubasi suhu 37ºC selama 24 jam. 
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K4  
 
 
 
 
 
 
 
 
K7  
 
 
 
 
 
 
 
K9  
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K10  
 
 
 
 
 
 
 
K12  
 
 
 
 
 
 
 
K14  
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K16  
 
 
 
 
 
 
 
 
8 isolat 
terpilih 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Lampiran 4. Bagan pembuatan media NB 
 
Media NB ditimbang dengan neraca analitik kemudian dilarutkan dengan aquadest  
ke dalam erlenmeyer lalu diautoklaf suhu 121ºC selama 15 menit.  
Media NB  steril dimasukkan ke dalam lemari pendingin agar tidak kontaminasi  
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Lampiran 5. Bagan pembuatan kultur bakteri pada media NB 
 
Hasil kultur bakteri pada media NB 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Disiapkan media NB yang telah steril, jarum inokulum (ose), bunsen  
Dimasukkan media NB, ose dan bunsen ke dalam LAF yang telah di UV selama 1 
jam. 
Siapkan isolat bakteri kemudian inokulasi secara aseptis sebanyak 3 ose dengan 
metode tusuk. Diinkubasi suhu 37,1ºC selama 48 jam . 
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Lampiran 6. Bagan skrining bakteri yang mampu menghasilkan IAA  
 
Hasil Skrining isolat yang mampu menghasilkan IAA 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Sebanyak 8 isolat terpilih hasil kultur pada media NB dipindahkan ke dalam tabung 
falcon kemudian disentrifugasi kecepatan 4500rpm suhu 4ºC selama 30 menit.  
Kemudian diambil 2 mL supernatan lalu diampur dengan reagen Salkowski. Jika 
terlihat perubahan warna dari bening menjadi merah muda maka bakteri tersebut 
menghasilkan IAA 
Isolat tersebut dispektrofotometri dengan panjang gelombang 520 nm kemudian 
dan dibuatkan kurva standar IAA. 
KK1
111 
K4 
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K7 K9 
K10 K12 
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Lampiran 7. Bagan pembuatan kurva standar IAA 
 
 
 
larutan IAA 100 ppm (stok). Sebanyak 0.001 gram IAA dilarutkan dalam 10 mL aquadest. 
Larutan  IAA 100 ppm tesebut yang telah dibuat di erlenmeyer kemudian dijadikan bahan 
untuk membuat larutan IAA konsentrasi 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 dan 100 ppm. 
Penurunan nilai ppm dengan cara pengenceran melalui penambahan aquadest di dalam 
wadah berupa tabung reaksi. Kesepuluh tabung reaksi tersebut kemudian divortex. 
Selanjutnya penambahan 2 mL reagen salkowski ke dalam tabung reaski yang telah diisi 
0,5 mL larutan IAA  berbagai konsentrasi. Langkah selanjutnya campuran tersebut 
diinkubasi dalam ruang gelap selama 15 menit lalu dihomogenkan dengan vortex. Setelah 
itu dilakukan pengukuran absorbansi menggunakan spektrofotometer panjang gelombang 
520 nm. Hasil dari pengukuran tersebut lalu dibuat tabel dan grafik 
K14 K16 
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Kurva Standar IAA 
 
Konsentrasi IAA Absorbansi 
90 ppm 1/9 mL 0,742 
80 ppm 2/8 mL 0,680 
70 ppm 3/7 mL 0,532 
60 ppm 4/6 mL 0,563 
50 ppm 5/5 mL 0,312 
40 ppm 6/4 mL 0,267 
30 ppm 7/3 mL 0,243 
20 ppm 8/2 mL 0,111 
10 ppm 9/1 mL 0,047 
0 ppm 10 mL -0,055 
 
Lampiran 8. Hasil karakterisasi secara mikroskopik 
Kodeisolat Warna Gambar 
K1 Merahmuda  
 
 
 
 
 
 
 
 
y = 0.0086x - 0.0381 
R² = 0.969 
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K4 Merahmuda  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
K7 Merahmuda  
 
 
 
 
 
 
 
 
K9 Ungu  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
K10 Merahmuda  
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K12 Merahmuda  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
K14 Merahmuda  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
K16 Merahmuda  
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Lampiran 9. Gambar alur indentifikasi molekuler bakteri rizosfer tanaman 
padi penghasil IAA tertinggi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
  
2 
3 4 
5 
6 
1 
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Keterangan: Marker: 1kb, 8: isolat K7, 9: isolat k9. 
 
Keterangan: 
1) Menyiapkanisolatbakteri K7dan K9 
2) Ektraksi DNA 
3) Sampeldimasukkankedalammesin PCR (Polymerase Chain Reaction) 
4) Amplifikasimenggunakan PCR (Polymerase Chain Reaction) (DNA thermal 
Cycler). 
5) Pembuatan Gel Agarosa 
6) Elektroforesis 
7) Hasilelektroforesissampel 
 
 
 
 
 
 10000 bp 
 5000bpp 
 21000bp 
 
2996 bp 
 
250 bp 
 
7 
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Lampiran 10. Gambar hasil analisis BLAST secara online pada website resmi 
NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
a. Isolat K7 
 
 
Keterangan: Tampilan awal website resmi NCBI. 
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Keterangan: Tampilan setelah mengklik Nucleotide BLAST pada sisi kir ihalaman 
web resmi NCBI. 
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Keterangan: Tampilan setelah ditempelkan basa nukleotida yang telah dicopy pada 
kolom sudut kiri atas. 
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Keterangan: Tampilan setelah urutan basa nukleotida ditempelkan lalu diklik BLAST 
pada kolom berwarna biru. 
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Keterangan: Setelah klik BLAST proses sekuensing berlangsung. 
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Keterangan: Analisis BLAST berhasil dengan tampilan panjang query pada isolat K7 
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Keterangan: Hasil sekuensing K7 diperoleh bakteri spesies Stenotrophomonas 
malthophilia strain FDAARGOS 92 
82 
 
 
 
b. Isolat K9 
 
 
 
 
Keterangan: tampilan awal website resmi NCBI. 
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Keterangan: Tampilan setelah mengklik Nucleotide BLAST pada sisi kiri halaman 
web resmi NCBI. 
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Keterangan: Tampilan setelah ditempelkan basan ukleotida yang telah dicopy pada 
kolom sudut kiri atas. 
85 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keterangan: Tampilan setelah urutan basa nukleotida ditempelkan lalu diklik 
BLAST pada kolom berwarna biru. 
 
86 
 
 
 
 
Keterangan: Setelah klik BLAST proses sekuensing berlangsung. 
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Keterangan: Analisis BLAST berhasil dengan tampilan panjang query pada isolat K9 
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Keterangan: Hasil sekuensing K9 dipeoleh bakteri spesies Bacillus safensis strain 
U17-1. 
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